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RESUMO GERAL

COSTA, Larissa Corréa do Bomfim. Condi¢oes culturais, anatomia foliar,
processamento e armazenamento de Ocimum selloi em relagio ao oOleo
essencial. 2008. 161p. Tese (Doutorado em Agronomia. Fitotecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Ocimum selloi Benth., conhecida popularmente como elixir-paregorico,
alfavaquinha ou atroveran, é uma espécie medicinal nativa do Brasil, encontrada
na forma silvestre ou cultivada, pouco explorada comercialmente, mas
representa uma fonte potencial de producdo de 6leo essencial. Trabalhos de
domesticacdo de plantas medicinais sdo escassos, sendo necessarios maiores
estudos de adaptagdo dessas plantas as condi¢des de cultivo, devido a demanda
das industrias farmacéutica e cosmética. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o
efeito de diferentes caracteristicas culturais sobre o crescimento, a producao de
6leo essencial e a conservagdo pos-colheita de O. selloi. Verificou-se que a
espécie pode ser propagada tanto por sementes quanto por estaquia. Suas
sementes sdo pequenas, leves, fotoblasticas positivas ¢ mantém sua viabilidade
por até 12 meses de armazenamento em condi¢des de temperatura ambiente ou
refrigerada. Para a propagacdo vegetativa recomenda-se a utilizacdo de estacas
com 20 cm de comprimento independentemente do substrato (areia, Plantmax” e
casca de arroz carbonizada). A poda das inflorescéncias ndo afeta a altura das
plantas, mas aumenta a biomassa seca da parte aérea, influenciando diretamente
o rendimento de 6leo essencial. A observacdo de folhas amarelas com manchas
foi o sintoma que levou ao primeiro relato de cercosporiose em O. selloi,
causada por Pseudecercospora ocimicola. Quanto a utilizagdo de adubagdo
organica, observou-se influéncia positiva do uso de esterco bovino e avicola
sobre o crescimento da planta, anatomia foliar, rendimento e composicdo
quimica do o6leo essencial, efeitos estes também observados pela interferéncia da
intensidade e qualidade espectral da luz incidente. Na pos-colheita, verificou-se
que o tipo de fragmentacdo (folhas inteiras ou moidas) e o tempo de
armazenamento da matéria seca interferem claramente no rendimento e na
composi¢do do 6leo essencial de O. selloi. O 6leo essencial apresenta atividade
fungitéxica com maior eficiéncia sobre Crinipellis perniciosa, constituindo,
portanto, mais uma fonte biologica potencial para o controle da vassoura-de-
bruxa do cacaueiro.

' Comité Orientador: José¢ Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador);
Dr. Evaristo Mauro de Castro — UFLA (Co-Orientador).



GENERAL ABSTRACT

COSTA, Larissa Corréa do Bomfim. Cultural conditions, leaf anatomy,
processing and storage of Ocimum selloi associated to essential oil. 2008.
161p. Thesis (Doctor in Crop Science) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.

Ocimum selloi Benth. popularly known as elixir-paregorico, alfavaquinha and
atroveran is a brazilian medicinal plant, found in wild and cultivated form in
domestic yards. It is little commercially explored but it represents a potential
source of essential oil. Researches with medicinal plant domestication are
scarce, being necessary more studies of the adaptation from these plants to crop
conditions, mainly because the increase demands of the pharmaceutical and
cosmetic industries. The objective of this work was to evaluate the effect of
different aspects on the growth, essential oil production and the post harvest
conservation of O. selloi. The species can be propagated by seeds or shoot
cuttings. Its seeds are small, positive photoblastic and are viable for up to 12
months of storage in room temperature or cold chamber. The vegetative
propagation is recommended with 20 cm length cuttings using any substrate
types tested (washed sand, carbonized rice hulls and commercial substrate
Plantmax”). Pruning of the O. selloi inflorescences did not interfere in plant
height, but increases the dry weight of stems and leaves, influencing directly the
essential oil yield. The presence of yellow leaves with spots in adult plants had
been the symptoms that had taken to the first report of O. selloi as a host of
Pseudocercospora ocimicola. About the use of organic fertilization, it was
observed a positive influence of cattle and chicken manure doses on plant height
characteristics, leaf anatomy and essential oil yield and composition. Alterations
in plant growth and anatomy were observed with the intensity and quality light.
The post harvest was verified that the fragmentation type (whole and powdered
leaves) and storage time interfere in the essential oil yield and composition of O.
selloi. The essential oil showed fungi toxic activity been more efficiency on
Crinipellis perniciosa consisting a potential biological source to control witches’
broom cocoa disease.

! Guidance Committee: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Major
Professor), Dr. Evaristo Mauro de Castro — UFLA (Co-Major Professor).

il



1. INTRODUCAO GERAL

No Brasil, entre os anos de 1999 e 2000, houve um aumento das vendas
de fitoterapicos na ordem de 15%, enquanto que o mercado de medicamentos
sintéticos cresceu apenas 3% a 4%. Atualmente, as vendas anuais de
fitoterapicos no pais atingem US$ 260 milhdes, enquanto que na Europa o
mercado alcanga a cifra de US$ 6 bilhdes ¢ nos Estados Unidos, onde os
fitoterapicos sdo comercializados na forma de Dietary Supplements, representam
um mercado de US$ 5,1 bilhdes anuais (Agnol, 2002).

A demanda por Oleos essenciais derivados de plantas estd em franca
ascensdo na utilizagdo na industria farmacéutica, visando produzir
medicamentos; na industria alimenticia, para conferir sabor aos alimentos; na
industria quimica, como aromatizante e na industria cosmética, para a
composi¢do de perfumes.

Ocimum selloi Benth. ¢ uma planta anual herbacea, pertencente a familia
Lamiaceae, que ocorre nas regides sul e sudeste do Brasil (Schmidt, 1858, citado
por Martins, 1998), conhecida popularmente como elixir-paregorico,
alfavaquinha ou atroveran. A planta tem largo uso popular como antidiarréico,
antiespasmodico e antiinflamatoério, propriedades estas ja confirmadas em testes
pré-clinicos (Vanderlinde et al., 1994a; Vanderlinde et al., 1994b).

A familia Lamiaceae ¢ rica em espécies aromaticas (Simdes & Spitzer,
2000) de grande importincia econdmica. As espécies mais cultivadas e
estudadas normalmente sdo exoticas, originarias da Europa e da Asia e que
foram introduzidas e bem adaptadas no Brasil. Muitas espécies desta familia
secretam seus 6leos essenciais em tricomas glandulares localizados em o6rgaos
vegetativos aéreos e em Orgdos reprodutivos, sendo que a maior parte dos
estudos com tricomas tem se restringido a caracteristicas quimicas e estruturais

(Werker et al., 1993; Serrato-Valenti et al., 1997; Ascengdo & Pais, 1998; Corsi



& Bottega, 1999; Gersbach et al., 2001; Moraes et al., 2002; Wagner et al.,
2004).

Trabalhos de domesticacdo de plantas medicinais sdo escassos ou
inexistentes para a maioria das espécies, sendo necessario o desenvolvimento de
estudos relacionados a adaptacdo destas plantas as condigdes de cultivo
(Kamada, 1998). Além do mais, pesquisas agrondmicas com plantas medicinais,
direcionadas ao estabelecimento de técnicas de cultivo organizado que
incrementem o seu potencial produtivo, tornam-se um instrumento indireto de
preservagao das espécies nativas.

Entre as poucas informagdes que existem a respeito da influéncia de
praticas culturais sobre o rendimento do 6leo essencial nas plantas do gé€nero
Ocimum, Hertwig (1991) afirma que a supressdo das inflorescéncias em O.
basilicum ¢é capaz de aumentar a concentracdo de Oleo essencial nas folhas
remanescentes. Também na area de pos-colheita de plantas medicinais, as
pesquisas concentram-se, principalmente, no efeito de métodos de secagem e das
embalagens sobre a contaminagdo microbiologica da matéria seca (Costa et al.,
1999a; Costa et al., 1999Db; Silva et al., 1999).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar diferentes
caracteristicas do cultivo de O. selloi, envolvendo as formas de propagacdo
(sexuada e assexuada), fitossanidade, tipos ¢ doses de adubagdo organica, poda
das inflorescéncias e época de colheita, efeito da qualidade e intensidade
luminosa, o tipo de fragmentagdo e o tempo de armazenamento da droga sobre o
crescimento, desenvolvimento e alteracdes anatomicas foliares, mas
principalmente sobre o rendimento e a composi¢ao quimica do 6leo essencial na
biomassa seca, bem como a atividade fungitdoxica do 6leo essencial sobre

fitopatogenos in vitro.



1. REFERENCIAL TEORICO

2.1.Caracterizacao botinica

Existem varias espécies do género Ocimum, denominadas popularmente
de manjericdo ou alfavaca, caracterizadas pelo seu aroma ou pelo uso medicinal,
as quais estdo distribuidas em regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia e
América do Sul (Corréa Junior et al., 1994; Martins et al., 1995). No Brasil,
presume-se a existéncia 27 géneros e 512 espécies (Harley, 2000). A folhagem ¢
a parte econdmica, possuindo muitos tricomas glandulares, nos quais ocorrem a
sintese e o armazenamento do 6leo essencial.

A espécie Ocimum selloi Benth., sinonimia de Ocimum carnosum
(Spreng.) Link & Otto ex Benth.) (Paton et al., 1999), pertencente a familia
Lamiaceae, ¢ conhecida vulgarmente como elixir-paregérico nos estados do Rio
de Janeiro, Espirito Santo e Bahia, e como anis ou alfavaquinha em Minas
Gerais. Estes termos populares se referem as suas propriedades farmacoldgicas
(elixir-paregorico, por ter uso semelhante ao medicamento de mesmo nome
comercial), quimicas (anis, pela semelhanca de odor com os aquénios de
Pimpinella anisum ou Foeniculum vulgare, erva-doce ou funcho,
respectivamente) e a semelhanca com outras espécies do género Ocimum
(alfavaquinha, diminutivo de alfavaca, que é um termo empregado popularmente
para designar inumeras espécies do género) (Martins, 1998).

A planta ¢ um subarbusto perene, aromatico, ereto, ramificado, de 40-80
cm de altura, nativa do sul e sudeste do Brasil (Figura 1A). As folhas sdo
simples, opostas, pecioladas a subsséseis, ovadas a ovado-lanceoladas,
membranaceas, de 4 a 7 cm de comprimento, com aroma semelhante ao de
esséncia de anis. Inflorescéncias com 7 a 30 cm de comprimento, flores

pequenas, de cor branca, dispostas em racemos terminais curtos (Figura 1B). Os



frutos sdo aquénios de cor escura que ndo se separam facilmente da semente

(Lorenzi & Matos, 2002; Sobti et al., 1981).

FIGURA 1. A) Planta adulta; B) detalhe da inflorescéncia de Ocimum selloi.

E uma planta cultivada nos jardins e hortas domésticas, pela sua
utilidade condimentar ¢ medicinal. Multiplica-se tanto por sementes quanto por
estacas, preferindo para o seu desenvolvimento terrenos bem drenados e
sombreados.

Suas folhas e inflorescéncias frescas sdo consideradas digestivo-
estomacais e hepatico-biliares, sendo empregadas como carminativo e contra
gastrite, vOomito, tosse, bronquite, gripe, febre e resfriado (Lorenzi & Matos,

2002).



2.2.Morfoanatomia

A grande importancia da familia Lamiaceae deve-se, principalmente, aos
oleos essenciais produzidos nos tricomas glandulares (Fahn, 1975).

Estudos anatomicos verificaram que O. selloi possui folhas com
organizacao dorsiventral formada por epiderme unisseriada e mesofilo composto
por uma camada de células no parénquima palicadico e quatro a seis no
parénquima lacunoso. As folhas sdo anfihipoestomaticas, possuindo estomatos
do tipo diacitico ligeiramente acima do nivel das demais células epidérmicas.
Nas duas faces foliares pode ser observada a presenga de tricomas tectores
unicelulares e tricomas glandulares (Costa, 2007).

Tricomas glandulares sdo anexos epidérmicos que ocorrem em muitos
orgidos aéreos vegetativos e reprodutivos do vegetal e podem secretar
substancias lipofilicas. Geralmente, sdo formados por uma “cabega” de células
secretoras, uni ou multicelular e um pedinculo ndo glandular (Esau, 1977). A
superficie externa da glandula é fortemente cutinizada. Normalmente, o tricoma
¢ completamente revestido por uma espessa acamada de cuticula sob a qual
acumula-se o 6leo essencial (Svoboda & Svoboda, 2000). O namero de células
secretoras, o numero ¢ o comprimento da(s) célula(s) do pedinculo, a densidade,
a localizacdo e o arranjo desses tricomas na epiderme podem ser variaveis
(Metcalfe & Chalk, 1950).

Em O. selloi foram encontrados dois tipos de tricomas glandulares:
peltado e capitado (Figura 2), sendo este Ultimo subdividido em capitado
subséssil e capitado pedunculado, exclusivo da superficie adaxial das sépalas. A
diferenciacdo desses tricomas ocorre muito cedo no desenvolvimento da folha,
do caule e da inflorescéncia (Gongalves, 2001). Padrdoes semelhantes de
precocidade na diferenciagdo e na fixagdo do numero de tricomas ocorrem em
Ocimum basilicum (Werker et al., 1993) e em Leonotis leonorus (Ascengdo &

Pais, 1998). No entanto, em spécies da mesma familia, isto ndo foi observado,



como no caso de Mentha x piperita, em que o numero total de tricomas peltados
foi maior (Maffei et al., 1989 citado por Gongalves, 2001).

Ainda nd3o se conhece o efeito da poda de uma planta medicinal
estimulando a brotagdo de novos ramos, sobre a freqiiéncia do nimero de
tricomas nas folhas novas. Contudo, a maximizacdo da produgdo de o6leos
essenciais pelas plantas pode estar relacionada, muitas vezes, ao aumento do

numero de estruturas secretoras de 6leo (Gongalves, 2001).

FIGURA 2. Fotomicrografia eletronica de varredura da superficie abaxial da
folha de Ocimum selloi evidenciando tricomas glandulares
peltados (TP), tricomas glandulares capitados (TC) e estomatos

(ES).



2.3.0leo essencial

Os Oleos essenciais, ou também conhecidos como Oleos volateis, sdo
misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e
liquidas. Nessas misturas, 0s compostos apresentam-se em diferentes
concentracdes. Normalmente, um deles ¢ o composto majoritario, existindo
outros em menores teores e alguns em baixissima quantidade (tracos).
Quimicamente, a grande maioria dos 6leos volateis ¢ constituida de derivados de
fenilpropanoides ou de terpendides, dos quais os ultimos preponderam. Os
compostos terpénicos mais freqiientes nos 6leos volateis sdo os monoterpenos e
os sesquiterpenos (Simdes & Spitzer, 2000).

Os oleos essenciais que apresentam maior demanda comercial quase
sempre sdo provenientes de espécies européias e/ou asidticas domesticadas.
Nestes paises, ainda ha estudos que visam identificar e preservar os recursos
genéticos existentes dessas espécies e de espécies silvestres, que possuam algum
potencial para a produgdo de o6leo e possam ser incluidas entre as espécies
utilizadas na produg@o comercial. Nas regides tropicais e subtropicais, onde a
diversidade vegetal ¢ muito maior, o conhecimento do potencial dos recursos
genéticos de plantas medicinais e aromaticas e sua preservacdo devem ser uma
busca constante (Martins, 1998).

Dependendo da familia, os 6leos essenciais podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, tais como em tricomas glandulares (Lamiaceae),
células oleiferas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais oleiferos (Apiaceae)
ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pianaceae, Rutaceae). Os o6leos
volateis podem estar estocados em certos Orgdos, tais como nas flores
(laranjeira), folhas (capim-limdo, eucalipto) ou, ainda, nas cascas dos caules
(canela), madeira (sandalo), raizes (vetiver), rizomas (curcuma, gengibre), frutos

(funcho, erva-doce) ou sementes (noz-moscada). Embora todos os o6rgdos de



uma planta possam acumular o6leos volateis, sua composi¢do pode variar
segundo a sua localizagdo (Simdes & Spitzer, 2000).

A composi¢do quimica do Oleo essencial nas espécies do género
Ocimum apresenta predominantemente, monoterpenos e sesquiterpenos. Em
decorréncia da grande diversidade quimica dentro das espécies, ¢ comum a
denominagdo de quimiotipos ou ragas quimicas, que caracterizam populagdes
quimicamente distintas (Kamada, 1998). Estudando dois acessos de O. selloi
originarios de Minas Gerais, Martins (1998), estabeleceu duas variedades
taxon6micas com base nas suas diferencas morfologicas, bioquimicas e
quimicas. O acesso A apresentou como principal constituinte quimico, o
estragol, enquanto que, no acesso B, foi o metileugenol. Por sua vez, Moraes et
al. (2002), investigando outro material originario de Botucatu (Sdo Paulo),
descobriram que a sua constituigdo quimica diferiu dos anteriores, sendo
formada principalmente por anetol e metil chavicol, considerando-o, entdo,
como um terceiro quimiotipo. Pesquisas anteriores realizadas na India com
Ocimum carnosum (Spreng.) Link & Otto ex Benth., sinonimia de Ocimum
selloi Benth. ja haviam identificado um acesso com 6leo essencial composto
principalmente por elemicina (Sobti et al., 1981).

A composicdo do oleo essencial de uma planta é determinada
geneticamente, sendo, geralmente, especifica para um determinado o6rgdo e
caracteristica para o seu estadio de desenvolvimento, mas as condigdes de
cultivo, do ambiente e os tratos culturais adotados sdo responsaveis por grandes
variagdes.

Em vista disso, muitos estudos t€ém tido como principal objetivo,
aperfeigoar os tratos culturais visando maximizar a produgdo de 6leo essencial,
como por exemplo, a determina¢do do melhor momento para a colheita, isto &,
quando as plantas apresentam maior conteudo de oOleo essencial e seus

constituintes mais importantes (Martins, 1998).



2.4.Efeito da poda e adubaciao sobre a producao de principios ativos

Entre as poucas informagdes que existem a respeito da influéncia de
praticas culturais sobre o rendimento do 6leo essencial nas plantas do gé€nero
Ocimum, Hertwig (1991) afirma que a supressdo das inflorescéncias em O.
basilicum é capaz de aumentar a concentragdo de Oleo essencial nas folhas
remanescentes. A supressdo das flores evita o envelhecimento precoce das
plantas, pois a fecundagdo e a frutificagdo subseqiientes a florada ocasionam
uma queda do teor de esséncia em toda a planta (Hertwig, 1991). Segundo
Larcher (1986), este fato ocorre porque hd maior translocacdo de
fotoassimilados das regides de sintese (folhas) para os locais em que serdao
consumidos, no caso as inflorescéncias e os frutos em formagao.

Apesar de Mattos (1996) afirmar que a poda da florada é uma pratica
freqiiente em plantas aromaticas com a finalidade de exaltar a folhagem, para
incrementar o aroma das folhas e aumentar o nimero de colheitas, ainda nio se
tem conhecimento de que isto seja adotado por produtores brasileiros. Além
disso, ha escassez de pesquisas que apontem o intervalo mais apropriado de
colheita das folhas e qual o efeito sobre o rendimento de 6leo nestas plantas.

A adubacdo também pode apresentar efeito sobre o crescimento das
plantas e o rendimento e qualidade do 6leo essencial. A espécie Ocimum
gratissimum L. cultivada em hidroponia apresentou resposta positiva na
produgdo de massa total de folhas e no rendimento de 6leo, dependendo da
propor¢ao de Mg e N diluidos na solugdo (Maia et al., 2001). Por outro lado,
Baccharis trimera Less., submetida a diferentes tratamentos de adubagio
mineral, ndo mostrou resposta em relagdo a produgao de fitomassa, produgdo de
droga e produgdo de flavonodides (Borella et al., 2001). Em Mentha arvensis L.,
o nitrogénio aumentou significativamente a produ¢do da planta. A aplicacdo

somente de esterco de curral ndo trouxe aumento significativo na produtividade,



mas quando a cultura recebeu esterco associado a nitrogénio, a produtividade
aumentou. O rendimento de 0leo essencial, entretanto, tendeu a diminuir com a
aplicagdo de esterco, esterco + nitrogénio ¢ NPK, comparado ao controle, apesar
deste decréscimo ndo ser significativo. Visto que o teor de 6leo ndo foi afetado
pela aplicagdo de nitrogénio + esterco de curral, o aumento no rendimento de
o0leo poderia se principalmente devido ao aumento no rendimento ou

produtividade da espécie (Singh et al., 1988).

2.5.Efeito do ambiente sobre a producao de principios ativos

O momento da coleta durante o dia pode alterar a concentragdo e a
composi¢do do O6leo essencial (Mattos, 1996). Martins (1988), avaliando
horarios de coleta para a extracdo de 6leo essencial de O. selloi, verificou que no
periodo da manha foram obtidas maiores concentragdes. Entre as partes
colhidas, as inflorescéncias tiveram maior conteudo de 6leo essencial em relagdo
aos ramos com folhas, o que foi confirmado também por Moraes et al. (2002).

A temperatura pode influenciar o crescimento e desenvolvimento da
planta, pois para cada cultura existe uma faixa de temperatura minima, maxima e
otima para o seu pleno desenvolvimento. O cultivo de plantas medicinais em
regides de temperatura mais elevada normalmente ocasiona maior volatilizagdo
dos oleos essenciais (Hertwig, 1991). Contudo, plantas de Artemisia annua L.
submetidas a tratamentos de amplitudes térmicas de 18%28°C e de 11°/20°C
(dia/noite), ndao apresentaram diferengas de rendimento de artemisina por planta
(Marchese & Rehder, 2001).

A idade da planta pode ser um fator importante quando se pretende
buscar o maior teor de principios ativos de uma planta. A dedaleira (Digitalis
purpurea), aos quatro meses apds o plantio, possui 0,0014% de digitoxina
(glicosideo cardioativo); aos oito meses, proximo do florescimento, este teor

pode chegar até a 0,08% (cerca de 57 vezes maior que o anterior). O jaborandi
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(Pilocarpus microphyllus) possui baixo teor de pilocarpina (alcaldide) quando
jovem. O alecrim (Rosmarinus officinalis) possui maior teor de 6leos essenciais
apos a floragdo, sendo uma das excegdes dentre as plantas medicinais de modo
geral (Martins et al., 1995).

A intensidade e a qualidade da luz incidente podem ter efeitos variados
sobre a produgdo de metabdlitos secudarios dependendo da espécie. Plantas de
confrei (Symphytum officinale L.) submetidas a fotoperiodos crescentes (8, 12 16
e 20 horas) tiveram um aumento no teor médio de alantoina em raizes (0,06%,
0,303%, 1,213% e 4,78%) e uma reducgdo no acimulo de alantoina em rizomas
(9,65%, 7,14% e 0,55%), demostrando que as condi¢cdes de fotoperiodo
influenciaram tanto a sintese dessa substancia nesses Orgaos, como O seu
acumulo nos rizomas (Castro et al.,, 2001). Quanto a intensidade luminosa,
plantas de Catharanthus roseus cultivada a pleno sol cresceram
significativamente mais do que aquelas mantidas a 50% de radiac@o, entretanto a
concentracdo foliar de vincristina ndo foi alterada (Tebet et al., 1996). O teor de
oleo essencial em Salvia officinalis L. cultivada a pleno sol, foi menor do que
nas plantas cultivadas sob sombreamento de 45%, enquanto que para o tomilho
(Tymus vulgaris L.) foi observado o efeito inverso com maior teor de 6leo nas
plantas a pleno sol e diminui¢cdo da concentracdo de 6leo com a reducdo da
intensidade luminosa (Li & Creker, 1996). Para a babosa (Aloe vera L.)
submetida a trés niveis de irradidncia, o aumento da irradidncia ndo induziu
aumento do teor de alontoina. A limitagdo na disponibilidade de luz afetou
primariamente a produgdo ¢ alocacdo de biomassa seca, sem efeitos substanciais
na produgdo de metabolitos primarios ou secundarios (Paez et al., 2000). Plantas
de O. selloi mantidas a pleno sol ¢ sob 50% de sombreamento ndo tiveram
diferenca significativa no teor de 6leos essenciais (Gongalves, 2001).

A plasticidade fenotipica em acessos de manjericdo (Ocimum spp.)

demonstra que a influéncia do ambiente ¢ determinante na producao quantitativa
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dos constituintes quimicos, sendo necessario entdo, avaliar os efeitos
fitoterapicos de cada espécie cultivada, de acordo com o ambiente em que a

planta se desenvolveu (Kamada et al., 1999).

2.6. Atividade téxica sobre fungos fitopatogénicos

Atualmente, em todos os lugares do mundo onde se pratica uma
agricultura econdmica, a intervencao para o controle de doencas de plantas ¢
largamente realizada por meio de pesticidas (Kimati et al., 1997). Sem duvida, o
uso racional desses produtos pode ter, a curto prazo, um efeito positivo para o
produtor. No entanto, a longo prazo, além da possibilidade do surgimento de
isolados resistentes dos fitopatdogenos as substancias quimicas utilizadas, os
resultados para a sociedade como um todo e para o meio ambiente podem se
tornar negativos devido a poluicdo causada pelos residuos (Stangarlin et al.,
1999).

A exploragdo da atividade biologica de compostos secundarios
existentes no extrato bruto ou o6leo essencial de plantas medicinais pode
constituir mais uma forma potencial de controle alternativo de doengas em
plantas cultivadas (Stangarlin et al., 1999). A possibilidade do uso de produtos
de origem natural que tém baixa toxicidade no controle de fitopatdégenos se
traduz em vantagem por ser um procedimento menos agressivo ao meio
ambiente (Silva & Bastos, 2007).

Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou 6leo essencial obtidos a
partir de plantas medicinais da flora nativa tém indicado o potencial das mesmas
no controle de fitopatogenos, tanto por sua acdo fungitoxica direta, inibindo o
crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto pela indugdo de
fitoalexinas, indicando a presenga de composto(s) com caracteristica de
elicitor(es). O fracionamento dos metabdlitos secundarios dessas plantas, bem

como a determinacdo da atividade biologica dessas moléculas com respeito a
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atividade elicitora ou antimicrobiana, poderd contribuir para a aquisi¢dao de
maiores conhecimentos que reforcem sua possivel utilizagdo como um método

alternativo de controle de doenga de plantas (Stangarlin et al., 1999).

2.7.Po6s-colheita e armazenamento

Para a obten¢do da qualidade desejavel, a producao de drogas vegetais
deve ser controlada nos diferentes niveis de producdo, de forma a permitir a
coleta em época de maior teor de principios ativos, manipulacdo adequada
durante e apds a coleta, garantindo o seu processamento, embalagem e
armazenamento apropriados (Martins et al., 1995).

Os processos pos-colheita de secagem e armazenamento s30
fundamentais para a qualidade final do produto. As plantas medicinais, em sua
grande maioria, sdo comercializadas na forma dessecada, pois a secagem visa
impedir a deterioracdo do material por meio da redugdo do teor de agua,
impedindo a acdo de enzimas pela desidratagdo. O 6rgdo vegetal, como folha,
flor, raiz ou casca, quando recém-colhido, possui elevado teor de umidade, o que
contribui para que a agdo enzimatica seja aumentada. Esta acdo compreende
oxidag¢des, redugdes, rearranjos moleculares, hidrolises e remocgdo ou adicdo de
radicais que implicam alteragcdes dos principios ativos. A reducdo do teor de
umidade também faz com que a atividade das enzimas seja diminuida,
prevenindo a perda de qualidade das plantas quanto mais rapidamente for
realizada (Hertwig, 1991; Martins et al., 1995).

Apesar de ser evidente que o periodo de armazenagem deve ser o0 menor
possivel, para reduzir as perdas de principios ativos, ndo se tém muitas
informagdes a respeito do periodo de conservacdo do material. Por isso, ¢
importante que se conhega bem o comportamento de cada espécie durante a fase
de armazenamento (Martins et al., 1995). A maior parte dos trabalhos de

conservacgdo pos-colheita focam apenas na qualidade microbiologica do material
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armazenado, sem observar também a reducdo no teor do 6leo essencial presente
na matéria seca.

Costa et al. (1999b) constataram que a secagem das folhas de guaco
(Mikania glomerata Spreng.) sem prévia lavagem resulta em maior
contamina¢do microbioldgica, mas que nao houve diferenca entre os tipos de
embalagem avaliados na preservacdo da matéria-prima, pois a carga fungica
manteve-se dentro dos padrdes aceitaveis. Em outro estudo com assa-peixe
(Vernonia polyanthes L.), Costa et al. (1999a) descobriram que, além da
utilizagdo da lavagem precedente a etapa de secagem, também a época de coleta
pode influenciar na carga fungica do material.

Os procedimentos que podem levar a incrementos no rendimento final
de oleo essencial, gerando maiores lucros ao produtor de plantas medicinais,
muitas vezes nao requerem custos adicionais a produgdo, mas apenas um manejo
adequado das praticas culturais durante o cultivo, colheita e processamento,

possibilitando, dessa forma, o controle e a reducao de desperdicios na produgao.
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ARTIGO 1

VIABILIDADE DE SEMENTES DE Ocimum selloi BENTH. SOB
CONDICOES DE LUZ, TEMPERATURA E TEMPO DE
ARMAZENAMENTO

(Preparado de acordo com as normas da Revista Ciéncia Rural)

Larissa Corréa do Bomfim Costa!, Jos¢é Eduardo Brasil Pereira Pinto?,
Suzan Kelly Vilela Bertolucci?, Renato Mendes Guimaraes?
'"Universidade Estadual de Santa Cruz/Departamento de Ciéncias Biologicas,
45650-000, Ilhéus, BA — larissacbc@uol.com.br; 2Universidade Federal de
Lavras / Departamento de Agricultura, 37200-000, Lavras, MG.

1. RESUMO

O atroveran, ou elixir-paregérico (Ocimum selloi), ¢ uma espécie aromatica
nativa do Brasil, produtora de o6leo essencial rico em metil-chavicol. Este
trabalho objetivou avaliar a influéncia da temperatura, da luz e do tempo de
armazenamento em diferentes ambientes sobre a germinacdo e o vigor de
sementes de O. selloi. Inicialmente testou-se o efeito da presenca e da auséncia
de luz branca, sob fotoperiodo de 12 horas, para determinar o fotoblastismo das
sementes em diferentes temperaturas (20°, 25°, 30° e 35°C). Em seguida, testou-
se a viabilidade das sementes conservadas sob duas temperaturas (ambiente e
camara fria), aos 0, 2, 4, 6, 8 10 ¢ 12 meses de armazenamento. A espécie foi
classificada como fotoblastica neutra, apresentando germina¢do maxima a 25°C.
A viabilidade das sementes foi mantida por doze meses de armazenamento,
sendo maior nas sementes mantidas sob refrigeracdo do que naquelas
conservadas a temperatura ambiente.

Palavras-chave: Ocimum selloi, germinagdo, armazenamento, longevidade

2. ABSTRACT

Seeds viability of Ocimum selloi Benth. under light, temperature and
storage time conditions. “Atroveran or elixir-paregorico” (Ocimum selloi) is a
brazilian species, rich in metyl chavicol oil. This work aimed to evaluate the
influence of light, temperature and storage time in different environments on the
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germination and vigor of O. selloi seeds. Initially was tested the influence of
presence and absence of white light and photoperiod of 12 hours to determine
the seeds photoblastism under different temperatures (20, 25, 30 and 35°C).
Seeds viability were conserved under two temperatures (room temperature and
cold chamber) at 0, 2, 4, 6, 8 10 and 12 months of storage. The species was
classified as neutral photoblastic with maximum germination at 25°C. Seeds
viability was maintained for twelve months of storage and was higher in the
seeds kept under refrigeration.

Key-words: Ocimum selloi, germination, storage, longevity

3. INTRODUCAO

A familia Lamiaceae tem grande importancia econémica devido a sua
abundancia em espécies aromaticas. O género Ocimum, com varias plantas
denominadas popularmente de manjericdo ou alfavaca, se destaca pelo aroma e
uso medicinal.

Ocimum selloi Benth., conhecida vulgarmente como elixir-paregorico,
anis ou alfavaquinha, ¢ um subarbusto perene, aromatico, ereto e ramificado,
nativo do sul e sudeste do Brasil. E uma planta cultivada nos jardins e hortas
domésticas pela sua utilidade condimentar e medicinal. Multiplica-se tanto por
sementes quanto por estacas, preferindo, para o seu desenvolvimento, terrenos
bem drenados a meia-sombra. Suas folhas e inflorescéncias frescas sdo
consideradas digestivo-estomacais e hepatico-biliares, sendo empregadas para
eliminar gases intestinais ¢ conta gastrite, vomitos, tosse, bronquite, gripe, febre
e resfriado (Lorenzi & Matos, 2002).

A exploragdo de plantas medicinais da flora nativa por meio do
extrativismo tem levado a reducgdes drasticas das suas populagdes naturais, tanto
pelo processo predatério quanto pelo desconhecimento dos mecanismos de
perpetuagdo dessas espécies. O cultivo das plantas medicinais envolve a
possibilidade de domesticagdo da espécie a ser utilizada, implicando no dominio

tecnologico de todas as etapas de desenvolvimento da espécie desde o
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conhecimento da forma de propagagdo, adaptagdo ao ambiente de cultivo, forma
de crescimento, senescéncia, etc. (Reis & Mariot, 2000).

Considerando a importancia de O. selloi como fonte potencial de dleo
essencial rico em estragol (Martins, 1998), a espécie vem sendo caracterizada
com relagdo aos aspectos morfoldgicos (Martins, 1998), fitoquimicos (Moraes et
al., 2002) e produtivos (Costa et al., 2007b). Quanto as suas formas de
propagacao, estudos comprovam a viabilidade da produgao assexuada por meio
de mudas produzidas a partir de estacas (Costa et al., 2007a), mas ainda ndo ha
relatos sobre caracteristicas da propagagdo sexuada desta espécie, como
germinacdo, vigor e longevidade das sementes. A capacidade de uma semente
manter sua qualidade fisiologica durante o armazenamento depende da
longevidade inerente a espécie e da sua qualidade inicial, mas as condi¢des de
armazenamento podem alterar esse potencial de conservagdo (Carvalho & Pinho,
1997).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia da
temperatura, da luz e do tempo de armazenamento, em diferentes ambientes, na

germinagdo e vigor de sementes de O. selloi.

4. MATERIAL E METODOS

Sementes de O. selloi foram coletadas em setembro de 2006, de plantas
matrizes (deposito Herbario ESAL n° 7474) cultivadas em casa de vegetagdo do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Inicialmente, determinou-se o grau de umidade pelo método da estufa, a
105°C, por 24 horas ¢ a massa de mil sementes com a utilizacdo de oito
subamostras de 100 sementes cada, seguindo-se as recomendagdes da RAS

(Brasil, 1992).
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Foram realizados dois experimentos. O experimento I, delineado em
esquema fatorial 4X2, avaliou o efeito da temperatura ¢ da condigdo de luz na
germinagdo e vigor das sementes de O. selloi e o experimento II, delineado em
esquema fatorial 7X2, avaliou o efeito do tempo de armazenamento ¢ da
temperatura de conservagao na germinagdo, emergéncia e vigor das sementes da
mesma espécie.

Para o experimento I, sementes de O. selloi foram germinadas em caixas
plésticas transparentes “gerbox”, sobre papel do tipo mata-borrdo umedecido
com 2,5 vezes o seu peso em agua ¢ mantidas em germinadores tipo BOD, com
temperaturas constantes de 20°, 25°, 30° e 35°C e fotoperiodo de 12 horas. As
avaliagOes e as contagens das sementes germinadas foram feitas aos 2, 4, 6, § e
10 dias apdés a semeadura. Para verificar a germinagdo na auséncia de luz
(escuro), as caixas transparentes foram envoltas em papel de aluminio para vedar
totalmente a passagem de luz e as contagens foram feitas em camara escura, sob
luz verde, nos mesmos periodos.

Utilizando-se a melhor temperatura para germinagdo do experimento I,
montou-se o experimento 11, constando de 7 épocas de armazenamento (0, 2, 4,
6, 8 10 e 12 meses) das sementes, em duas temperaturas, ambiente (25°C+2) e
camara fria (4°C£2). As sementes permaneceram embaladas em frascos de vidro
envoltos por papel aluminio durante toda a fase de armazenamento.

O experimento foi instalado em germinador de sala com temperatura
constante ¢ iluminacdo artificial mantida com lampadas fluorescentes, em
regime de 16 horas claro e 8 horas escuro. As avaliagdes de germinagao,
emergéncia e vigor foram realizadas com quatro repetigdes de 50 sementes cada
uma, diariamente, por 10 dias, em cada época de armazenamento.

Para o teste de emergéncia, as sementes foram distribuidas em caixas

plésticas transparentes “gerbox”, sobre substrato formado por areia e solo, na
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propor¢do de 2:1 e umedecidas com um volume de 70% da sua capacidade de
campo.

O critério de germinacdo foi a protrusdo de radicula, enquanto que na
areia foi a emergéncia visivel da plantula. O IVG e o indice de velocidade de
emergéncia (IVE) foram calculados conforme a metodologia recomendada por
Maguire (1962).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado para os dois
experimentos ¢ os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e

as médias pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de O. selloi sdo pequenas e leves e apds determinag¢do do
peso de mil sementes, obteve-se o valor de 1,34 g a 7,3% de umidade,
caracteristico de sementes ortodoxas.

As sementes umedecidas formaram uma camada mucilaginosa ao seu
redor (Figura 1), confirmando descri¢do anterior para a espécie (Sobti et al.,
1981). As mucilagens localizam-se nas mesmas espécies ou grupos de espécies
de forma constante. Nas plantas, encontram-se geralmente nos tecidos
parenquimatosos, em células isoladas ou em pequenos grupos, nas raizes, caules,
folhas, etc (Costa, 1972) e também nas membranas exteriores dos tegumenos das
sementes de algumas plantas (Strasburguer et al., 1984). Na planta, a mucilagem
exerce varias fungdes, destacando-se a alimentar, de reservatério de agua, e
ainda a funcdo de prote¢do contra certos microrganismos, quando se localiza
externamente (Costa, 1978). A fungdo desta mucilagem em O. selloi
possivelmente ¢ de absorver agua para manutencdo da umidade em torno da
semente e favorecer a germinagdo. Além disso, parece também estar envolvida

na dispersdo das sementes, uma vez que possui capacidade de aderéncia.
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FIGURA 1. A) Sementes secas ¢ B) umedecidas evidenciando camada de

mucilagem (M) que envolve a semente (S).

5.1.Efeito da luz e temperatura

Houve respostas diferenciadas e interagdo entre os fatores quanto a
porcentagem de germinacao das sementes em diferentes temperaturas.

De acordo com os resultados da Tabela 1, as porcentagens de
germinacgdo tanto na presenca quanto na auséncia de luz, nas temperaturas de
20°, 25° e 30°C foram elevadas e ndo diferiram entre si, mas foram
significativamente superiores aos valores obtidos a 35°C. Esta indiferenca
quanto a exigéncia de luz sugere que as sementes de O. selloi sdo fotoblasticas
neutras. A mesma resposta ao estimulo luminoso pdde ser observada em
sementes de espécies silvestres como Tabebuia aurea (Cabral et al., 2003) e
Hyptis marrubioides (Sales, 2006).

A capacidade de germinag@o dentro de uma ampla faixa de temperatura
(20°-30°C) também encontrada para Tabebuia aurea pode representar um carater
adaptativo que aumenta a capacidade de estabelecimento da espécie e as suas

chances de sobrevivéncia no ambiente natural (Cabral et al., 2003).
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TABELA 1. Efeito da temperatura e luz sobre a porcentagem de germinagio € o

indice de velocidade de germinagdo (IVG) de sementes de Ocimum

selloi.
Germinagao (%) IVG
Temperatura Com luz Sem luz Com luz Sem luz
°O)
20 96 aA 98 aA 7,15 aB 7,22 aA
25 99 aA 94 aA 10,45 aA 8,07 bA
30 98 aA 94 aA 8,32 aB 7,92 aA
35 38 aB 00 bB 2,27 aC 0,00 bB
CV(%) 5,83 11,04

Meédias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas e maitiscula nas colunas

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Na temperatura de 35°C a germinabilidade foi muito reduzida na
presenga de luz e completamente nula na auséncia de luz provavelmente devido
a uma dorméncia secundaria induzida por esse estresse (Tabela 1).

A determinagdo do vigor das sementes medida pelo indice de velocidade
de germinacdo, também apresentou comportamentos distintos em funcdo dos
niveis de luz e temperatura. Pela Tabela 1, o maior valor foi obtido a 25°C na

presenca de luz, condigdo esta adotada na execugdo do experimento seguinte.

5.2.Efeito do tempo de armazenamento e temperatura de conservacio
No segundo experimento, ndo houve interacdo significativa entre o
tempo de armazenamento e a temperatura de conservagdo sobre a germinagao
das sementes, tendo ocorrido efeito apenas dos fatores isoladamente. A
porcentagem de germinagdo de O. selloi manteve-se elevada durante todo o

periodo de armazenamento, sendo significativamente maior para as sementes
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mantidas sob refrigeracdo (99%) do que para aquelas armazenadas a temperatura
ambiente (96%). Geralmente, a longevidade das sementes ¢ aumentada quando
sdo conservadas com baixo teor de umidade e baixa temperatura (Popinigis,
1977).

A germinagao das sementes armazenadas nos dois ambientes foi rapida,
ocorrendo protrusdo da radicula no terceiro dia apdés a semeadura, com o
maximo de germinagdo entre o terceiro e o quinto dia, terminando aos sete dias
nas sementes mantidas em temperatura ambiente e aos seis dias para aquelas
armazenadas sob refrigera¢dao (Figura 2). Sementes armazenadas por 12 meses
sob refrigeragdo germinaram mais rapidamente dos que as outras que ficaram
menos tempo armazenadas nesta mesma condicdo. O maior tempo de
armazenamento associado a baixa temperatura parecem influenciar a quebra de
uma dorméncia secundaria nestas sementes.

O indice de velocidade de germinacdo das sementes apresentou um
comportamento oscilatorio com pequenas varia¢des ao longo do tempo, mas, a
partir do quinto més, o vigor das sementes mantidas sob refrigeragdo superou o
das armazenadas em temperatura ambiente (Figura 3). Nos dois tratamentos, a
viabilidade foi mantida durante todo o periodo experimental, indicando que estas
condi¢des sdo suficientes para a conservagao das sementes, pelo menos por doze
meses. Da mesma forma, sementes de erva-de-touro (Tridax procumbens L.)
armazenadas a baixas temperaturas (cdmara fria e congelador) mantiveram a sua
viabilidade durante todo o periodo experimental (730 dias de armazenamento),
quando comparadas as sementes que permaneceram no solo ou em armazém
convencional (Guimaraes et al., 2004). A preservagdo do potencial de
germinagdo das sementes de aroeira (Myracrodruon urundeuva) também foi
mantida por 12 meses quando foram armazenadas em camara fria, independente

da embalagem utilizada (Teofilo et al., 2004).
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FIGURA 2. Germinagdo de sementes de Ocimum selloi em diferentes periodos

de armazenamento sob temperatura ambiente (A) e refrigeracdo

(B).
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Quanto a emergéncia da parte aérea, o tratamento controle (sem
armazenamento) foi o que demorou mais para iniciar ¢ se prolongou por mais
tempo. Nas duas condigdes de armazenamento, a emergéncia iniciou no quinto
dia, sendo antecipada para o quarto dia a partir do décimo més de
armazenamento. O maximo de emergéncia foi observado entre o quinto € o

sexto dia, encerrando aos sete dias (Figura 4).

© ambiente
m refrigerada

O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (meses)

FIGURA 3. Efeito do tempo de armazenamento ¢ da temperatura de
conservacdo no indice de velocidade de germinacao (IVG) de

Ocimum selloi.

A porcentagem ¢ o indice de velocidade de emergéncia apresentaram
pequenas flutuacdes ao longo do periodo de armazenamento, com tendéncia de
decréscimo mais acentuado nas sementes conservadas em temperatura ambiente
a partir do sexto més (Figura 5). No armazenamento, temperaturas maiores
provocam aceleragdo da atividade respiratoria das sementes, reduzindo a sua

longevidade (Carvalho & Von Pinho, 1997; Popinigis, 1977).
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6. CONCLUSOES

As sementes de O. selloi sdo pequenas e indiferentes com relacdo a
presenga ou auséncia de luz para germinar, apresentando germinagdo e vigor
maximos a 25°C. A germinagdo e¢ o vigor das sementes sdo maiores nas
sementes armazenadas sob refrigeracdo do que nas sementes conservadas a

temperatura ambiente, considerando o tempo de avalia¢do no presente estudo.
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-NOTA -

1. RESUMO

A propagagdo vegetativa de espécies medicinais vem despertando o interesse
dos pesquisadores, uma vez que se constitui no ponto de partida e ferramenta
basica para qualquer cultivo em escala comercial. Este trabalho foi realizado
com o objetivo de determinar o comprimento de estaca e o tipo de substrato mais
adequado para a propagacdo vegetativa de atroveran. Em condigdes de casa de
vegetagdo sob nebulizac¢do intermitente, foram testados dois comprimentos de
estacas (10 e 20 cm) e trés substratos (areia lavada, casca de arroz carbonizada e
substrato comercial Plantmax®) em delineamento experimental em blocos
casualizados, quatro repeti¢cdes e cinco estacas por parcela. Aos 35 dias, foram
avaliados a porcentagem de enraizamento, o comprimento da maior raiz (cm) e a
biomassa seca das folhas e das raizes (mg). Os resultados indicaram que a
propagacdo vegetativa de atroveran por meio de estaquia ¢ viavel, uma vez que o
seu enraizamento médio ficou acima de 70%. As mudas de atroveran obtidas de
estacas com 20 cm apresentaram maior biomassa seca das folhas e das raizes,
apesar do comprimento da estaca ndo ter afetado a porcentagem de enraizamento
e o comprimento da raiz. Os tipos de substrato ndo proporcionaram efeito sobre
o desenvolvimento das estacas de atroveran. Recomenda-se a producdo de
mudas de atroveran com estacas de 20 cm de comprimento, utilizando qualquer
um dos trés substratos testados.

Palavras-chave: Ocimum selloi (Benth.), planta medicinal, estaquia.
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2. ABSTRACT

Shoot cutting length and substrate types on vegetative propagation of
atroveran. The vegetative propagation of medicinal species is in increasing
agronomic interest because it is the starting point and a basic tool for any
cultivation in commercial scale. The objective of this work was to determine the
best shoot cutting length and the best substrate for vegetative propagation of
Ocimum selloi. Cuttings were placed in greenhouse conditions under intermittent
mist. Two cutting sizes (10 and 20 cm) and three substrate types (washed sand,
carbonized rice hulls and commercial substrate Plantmax®) were tested. The
experiment was in blocks randomly distributed in four replications and five
cuttings for parcel. After thirty five days were analysed the percentage of
rooting, the length of the bigger root (cm) and the leaf and root dry weight (mg).
The results indicated that the vegetative propagation of Ocimum selloi by
cuttings is viable, once its mean rooting was over 70%. It was not observed
significative interaction within the adopted treatments. The cuttings with 20 cm
length presented larger leaf and root dry weight but the percentage of rooting
and the length of the bigger root was not affected by the cutting lenght. The
substrate types did not present effect on the development of the cuttings. The
production of Ocimum selloi seedlings is recommended with 20 cm length
cuttings using any substrate tested.

Key words: Ocimum selloi Benth., medicinal plant, cutting.

3. INTRODUCAO

Ocimum selloi Benth. é um subarbusto perene, pertencente a familia
Lamiaceae, nativo das regides sul e sudeste do Brasil, que pode ser multiplicado
por sementes ou estacas. A espécie ¢ conhecida popularmente como elixir-
paregorico nos estados da Bahia, Espirito Santo ¢ Rio de Janeiro, como
alfavaquinha em Minas Gerais e como atroveran em Sao Paulo. Possui largo uso
popular como antidiarréico, antiespasmodico e antinflamatdrio, além de ja ter a

sua atividade comprovada como repelente de insetos. Apesar de ser uma fonte
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potencial de estragol e metileugenol, ainda ndo foi explorada comercialmente,
sendo encontrada apenas na forma silvestre ou cultivada em quintais domésticos.

Trabalhos de domesticacdo de plantas medicinais sdo escassos ou
inexistentes para a maioria das espécies, sendo necessario o desenvolvimento de
estudos relacionados a adaptagdo delas as condigdes de cultivo, principalmente
em virtude do aumento da demanda por parte das industrias farmacéutica e
cosmética. Mesmo que a planta possa ser propagada sexualmente, a propagacao
vegetativa tem inimeras vantagens, como tratar-se de uma técnica simples,
rapida e barata, produzir muitas mudas em espaco reduzido com maior
uniformidade do estande e manter as caracteristicas genéticas da planta doadora
(Hartmann & Kester, 1981).

Considerando que o objetivo principal na produgcdo de plantas
medicinais ¢ a obtencdo de matéria-prima em quantidade e qualidade desejadas,
deve-se tentar diminuir a interferéncia dos fatores ambientais, técnicos e a
variabilidade quimica natural das espécies. Estudos de caracterizagdo quimica do
oleo essencial de O. selloi registraram variagdes nos teores € na composi¢do dos
seus constituintes majoritarios que podem se apresentar como metil chavicol,
metil eugenol (Martins et al., 1997) e trans-anetol com metil chavicol (Moraes et
al., 2002), comprovando a existéncia de diferentes quimiotipos nesta espécie. A
propagacdo vegetativa ¢ uma importante ferramenta no melhoramento de
espécies lenhosas e herbaceas ¢ vem sendo amplamente utilizada, visando
melhorar ¢ manter variedades de importancia econdmica ¢ medicinal (Ehlert et
al., 2004). Salienta-se que, ap6s a selegdo da cultivar de maior interesse, a
propagacao vegetativa permite estabelecer plantios uniformes, mantendo o valor
agrondmico da cultivar.

O interesse da pesquisa na propagagao vegetativa de plantas medicinais
¢ bastante recente ¢ tem se concentrado na verificagdo dos melhores tipos e

comprimentos de estaca, no efeito do uso de reguladores de crescimento e nos
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substratos mais adequados para o enraizamento. Neste sentido, algumas das
principais espécies ja estudadas foram: Solidago chilensis (Correia, 1998),
Cissus sicyoides (Abreu et al., 2003), Lippia alba (Biasi & Costa, 2003),
Ocimum gratissimum (Ehlert et al., 2004) e Baccharis articulata, Baccharis
trimera e Baccharis stenocephala (Bona et al., 2005a, b).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o comprimento de
estaca e o tipo de substrato mais adequados para a propagacdo vegetativa de

atroveran.

4. MATERIAL E METODOS

Em outubro de 2005 foram coletadas estacas herbaceas, sem folhas, de
dois comprimentos (10 ¢ 20 cm) da porcdo apical de plantas matrizes com um
ano de idade, cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). Estas foram plantadas em bandejas de poliestireno
expandido com 72 células, em trés tipos de substratos (areia lavada, casca de
arroz carbonizada e substrato comercial Plantmax®) e mantidas em casa de
vegetacdo sob nebulizagdo intermitente (Figura 1).

Apds 35 dias de cultivo, as estacas foram colhidas e levadas ao
Laboratoério de Cultura de Tecidos Vegetais e Plantas Medicinais (DAG/UFLA)
para a separacdo das folhas e do sistema radicular. Esse material foi embalado
individualmente, em sacos de papel “Kraft” e secos em estufa com circulagéo de
ar forcada a 70°C, até massa constante. As variaveis analisadas foram:
enraizamento (numero de estacas que formaram pelo menos uma raiz visivel
expresso em porcentagem), comprimento da maior raiz (cm), biomassa seca

(mg) das folhas e das raizes.

38



O delineamento experimental adotado foi de blocos casualizados, em
esquema fatorial (2X3), com quatro repeti¢des, com cinco estacas por parcela,
totalizando 20 estacas por tratamento.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de wvariancia,
utilizando comparag@o de médias por meio do teste F, a 5% de probabilidade,
para o comprimento de estaca e do teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para

0s substratos.

FIGURA 1. Enraizamento de estacas de O. selloi, com 10 ¢ 20 cm de
comprimento (A) nos substratos areia lavada, Plantmax” e casca

de arroz carbonizada (de baixo para cima) (B).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi observada interagdo significativa entre os tratamentos, mas, de
forma geral, verificou-se que as estacas de atroveran enraizaram com facilidade
(Tabela 1).

Apesar de o comprimento da estaca ndo ter afetado a porcentagem de
enraizamento e o comprimento da raiz, as mudas obtidas de estacas com 20 cm
produziram maior biomassa seca de folhas e raizes (Tabela 1). Mudas mais
vigorosas poderiam representam melhores chances de estabelecimento da planta
no campo, apesar da resposta do comprimento da estaca no enraizamento e no
desenvolvimento da muda poder ser muito variavel de acordo com a espécie. Em
Cissus sicyoides, estacas com 10 e 20 cm de comprimento ndo apresentaram
diferencas em relagdo ao nimero e ao comprimento das raizes (Abreu et al.,
2003) e a variagdo no comprimento das estacas de Pfaffia glomerata também
ndo afetou a porcentagem de enraizamento ¢ a producdo de massa seca de folhas
e raizes (Nicoloso et al., 2001). Por outro lado, na estaquia lenhosa de Lippia
alba (Biasi & Costa, 2003) e de Vernonia condensata (Almeida Filho et al.,
2000), o aumento do comprimento da estaca proporcionou um aumento linear
em todas as variaveis analisadas, resposta atribuida, provavelmente, a maior
quantidade de reservas presentes nas estacas maiores.

Os tipos de substrato testados ndo proporcionaram efeito sobre o
desenvolvimento das estacas de O. selloi (Tabela 1), ao contrario dos resultados
obtidos por Burgos et al. (2004) com esta mesma espécie, cujo enraizamento e
brotagdo inicial das estacas foram favorecidos pelo uso de substrato inerte
(perlita-vermiculita) em contraposi¢cdo ao uso de terra. Para Hartman & Kester
(1981), o meio de enraizamento ideal deve proporcionar porosidade suficiente
para permitir uma boa aerag@o, ter alta capacidade para retencdo de adgua e, ndo

obstante, uma boa drenagem. Deve-se acrescentar que o substrato pode ser um
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fator determinante para o sucesso no enraizamento de estacas em muitas
espécies (Couvillon, 1988), embora para outras ndo tenha qualquer efeito. No
caso de Solidago chilensis, os tipos de substrato ndo influenciaram a biomassa
seca foliar, mas afetaram significativamente a biomassa seca das raizes (Correia,
1998). Estacas de Baccharis articulata e Baccharis stenocephala também
tiveram o seu enraizamento influenciado pelo tipo de substrato (Bona et al.,

2005a).

TABELA 1. Efeito do comprimento da estaca e do tipo de substrato nas médias
de enraizamento, comprimento da maior raiz, biomassa seca das

folhas (BSF) e biomassa seca das raizes (BSR) por estaca de O.

selloi.
Comprimento  Enraizamento Comprimento BSF BSR
da estaca (%) raiz (cm) (mg) (mg)

(cm)’

10 70,0 a 7,24 a 429D 11,5b
20 75,0 a 6,78 a 91,6 a 19,7 a

DMS 14,76 1,18 27,78 6,74
Substrato?

Areia 67,5a 6,42 a 60,0 a 13,4 a
Plantmax® 70,0 a 6,77 a 74,6 a 13,1a
Casca arroz 80,0 a 7,83 a 67,0 a 20,3 a

DMS 22,04 1,76 41,47 10,07

CV(%) 23,40 19,28 47,47 49,60

! Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade.
2 Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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Por outro lado, pesquisas recentes com propagagdo vegetativa de outras
espécies medicinais, como Ocimum gratissimum (Ehlert et al., 2004), Lippia
alba (Biasi & Costa, 2003), Baccharis trimera (Bona et al., 2005a) e Ageratum
conyzoides (Momenté et al., 2002), ndo revelaram diferengas significativas no
enraizamento com os substratos testados. Isso demonstra maior capacidade de
adaptagdo as diferentes condicdes fisicas e quimicas dos substratos (Bona et al.,
2005a) e permite a escolha do substrato mais acessivel para a propagacao

vegetativa dessas espécies.

6. CONCLUSOES

A propagacdo vegetativa de O. selloi por meio de estaquia é promissora,
uma vez que a porcentagem média de enraizamento das estacas com 10 e 20 cm
de comprimento estd acima de 70%. Recomenda-se a produ¢do de mudas de O.
selloi com estacas de 20 cm de comprimento, utilizando-se qualquer um dos trés

substratos testados, considerando o custo e a facilidade de acesso.
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1. RESUMO

O objetivo da realizagdo deste trabalho foi avaliar a produgao de biomassa e de
oleo essencial de plantas de elixir-paregérico (Ocimum selloi), em fung¢do do
corte das inflorescéncias e épocas de colheita. O experimento foi realizado em
campo, em blocos ao acaso, com os tratamentos dispostos em um fatorial 2 x 8,
sendo dois sistemas de manejo (com e sem corte de inflorescéncias) e oito
épocas de colheita (45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 ¢ 150 dias apos o transplante
das mudas), com quatro repeticdes. Avaliaram-se as caracteristicas altura de
planta, massa seca de caule (MSC), folhas (MSF) e inflorescéncias (MSI) e teor
e rendimento de dleo essencial destilado de folhas. O corte das inflorescéncias
ndo afetou a altura das plantas. Plantas intactas apresentaram uma média de
altura de 51,8 cm, enquanto aquelas que tiveram suas inflorescéncias cortadas
atingiram, em média, 53,2 cm de altura. O crescimento das plantas apresentou
resposta quadratica em relagdo as épocas de colheita, com a altura maxima
estimada de 65,9 cm, 139 dias apos o transplante (DAT). As plantas cujas
inflorescéncias foram cortadas produziram maior MSC (51,8 g planta™) e MSF
(27,9 g planta™), em relagéo as plantas sem corte (MSC = 42,4; MSF =213 g
planta’) e, assim como MSI, apresentaram ajuste quadratico para os dois
sistemas de manejo, ao longo das épocas de colheita. O teor de 6leo essencial
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das folhas nao foi afetado pelo sistema de manejo, mas apresentou resposta
quadratica as épocas de colheita. A média de rendimento de 6leo essencial das
folhas das plantas cuja inflorescéncia foi cortada foi significativamente maior
(1,60 g planta™) do que nas plantas que nio sofreram o corte (1,18 g planta™).
Para as plantas que tiveram as suas inflorescéncias cortadas, o rendimento de
6leo maximo estimado foi de 2,36 g planta’l, obtido 135 DAT, enquanto, nas
plantas que ndo foram cortadas, o rendimento de 6leo maximo estimado foi de
1,65 g planta, obtido aos 114 DAP.

Palavras-chave: Ocimum selloi, planta medicinal e aromatica, época de
colheita, sistema de manejo.

2. ABSTRACT

Biomass and essential oil production of Ocimum selloi as affected by cutting
of inflorescences and harvest times. The purpose of the present paper was to
evaluate the biomass and essential oil production of Ocimum selloi, as affected
by the cutting of inflorescences and harvest times. The experiment was
conducted in the field, in randomized blocks, with treatments distributed in a 2 x
8 factorial scheme, assessing two management system (inflorescence cutting or
not) and eight harvest times (45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, and 150 days after
seedling transplant), with four replications. Plant height and dry weight of stems
(MSC), leaves (MSF), and inflorescences (MSI), as well as essential oil content
and yield were evaluated. Cutting of the O. selloi inflorescences did not interfere
in plant height. Intact plants were 51,8 cm mean height, while those with cutted
inflorescences reached 53,2 cm mean height. The plants growth presented a
quadratic answer in relation to harvest times, with the higher point esteemed at
65,9 cm, 139 days after the transplant (DAT). The plants with cutted
inflorescences produced larger MSC (51,8 g plant™) and MSF (27,9 g plant™), in
relation to the intact plants (MSC = 42,4 g plant™; MSF = 21,3 g plant™) and, as
well as MSI, they presented quadratic adjustment for the two management
systems, along the harvest times. The essential oil content of dry leaves was not
affected by management systems, but it presented a quadratic answer to the
harvest times. The mean essential oil yield of plants with cutted inflorescences
was significantly higher (1,60 g plant™) in relation to the intact plants (1,18 g
plant™"). The maximum essential oil yield esteemed for the plants with cutted
inflorescences, was 2,36 g plant'l, obtained 135 DAT, while in the intact plants
was 1,65 g plant”, obtained 114 DAP.

Keywords: Ocimum selloi, medicinal and aromatic plant, harvest time,
management system.
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3. INTRODUCAO

O género Ocimum contém cerca de 30 espécies nativas dos tropicos e
subtropicos, alguns dos quais também vivem em regides temperadas (Vieira &
Simon, 2000). Ocimum selloi Benth. ¢ um subarbusto perene, pertencente a
familia Lamiaceae, nativo das regides sul e sudeste do Brasil (Lorenzi & Matos,
2002). A espécie é conhecida popularmente como elixir-paregorico nos estados
da Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro, como alfavaquinha ou anis em Minas
Gerais e como atroveran em S3o Paulo. Tem largo uso popular como
antidiarréico, antiespasmodico e antiinflamatorio (Lorenzi & Matos, 2002), além
de ter comprovada atividade como repelente de insetos (Paula et al., 2003).
Estudos da composi¢do quimica do 6leo essencial vém apresentando variagdes
dos constituintes majoritarios: metil chavicol, metil eugenol (Martins, 1998) e
trans-anetol com metil chavicol (Moraes et al., 2002), o que comprova a
existéncia de diferentes quimiotipos nesta espécie.

Pesquisas agrondmicas direcionadas ao estabelecimento de técnicas de
cultivo de plantas medicinais, além de incrementarem o seu potencial produtivo,
tornam-se um instrumento indireto, mas muito importante para a preservagao
das espécies nativas do Brasil. O interesse na domesticac¢do de plantas do género
Ocimum ¢ bastante recente e tem sido direcionado, principalmente, as pesquisas
com germinacdo de sementes (Moraes et al., 2003a, Fonseca et al., 2003),
producdo de mudas (Santos Neto et al., 2001, Moraes et al., 2003b), adubagao
quimica (Rodrigues et al., 2003) e organica das plantas (Chaves et al., 2001),
competicdo de cultivares (Camélo et al., 2005) e definicdo de horario de
colheita, temperatura e tempo de secagem (Carvalho Filho et al., 2006).

Para a obtencdo de drogas vegetais de qualidade desejavel, a produgdo
de plantas medicinais deve ser controlada desde o seu plantio até a colheita

(Martins et al., 1995). Na obtengdo da matéria-prima, as técnicas de cultivo da
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espécie selecionada devem atender ao objetivo de aumentar a producdo de
biomassa por area, sem comprometer o valor terapéutico da planta (Castro et al.,
2004). Neste aspecto, um fator critico ¢ a definicdo da época ideal de colheita,
que deve proporcionar a coincidéncia entre 0os momentos de maior concentracao
dos principios ativos ¢ de maior biomassa vegetal (Mattos, 1996). Para
estabelecer o manejo adequado de uma planta como O. selloi, torna-se
necessario conhecer a sua fenologia (Shiroma et al., 2003), bem como estudar o
desenvolvimento de praticas culturais que possam incrementar a producao de
6leo. Em O. basilicum, o corte das inflorescéncias pode estimular o crescimento
e as ramificacdes laterais da planta (Simon, 2006), além de aumentar a
concentracao de 6leo essencial nas folhas remanescentes (Hertwig, 1991).

De acordo com Mattos (1996), a poda da florada de algumas espécies,
como O. basilicum L. e O. majorana L., é uma pratica freqiiente em espécies
aromaticas com a finalidade de exaltar a folhagem, incrementar o aroma das
folhas e aumentar o numero de colheitas. Porém, ndo se tem conhecimento do
efeito desta pratica sobre O. selloi. Além disso, ndo ha pesquisas que apontem o
intervalo mais apropriado de colheita das folhas e indiquem o impacto da poda
da florada sobre o rendimento de 6leo essencial.

Esse trabalho objetivou avaliar a producdo de biomassa ¢ de odleo
essencial de plantas de O. selloi em fungéo do corte das inflorescéncias e épocas

de colheita.

4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Horto de Plantas Medicinais do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no
periodo de dezembro de 2004 a maio de 2005. O solo predominante na area foi

classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico, com topografia ondulada,
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textura argilosa e boa drenagem. Coletaram-se amostras de solo que foram
analisadas no Laboratério de Analises de Solo da UFLA, onde obtiveram-se os
seguintes resultados: pH em agua = 6,2; P ¢ K(mg dm™) = 43,4 ¢ 44; Ca’", Mg,
A", H+AI (cmol, dm?) = 4,1; 0,9; 0,0; 3,2; saturagdo de bases (%) = 61,5;
matéria organica (dag kg'l) =3,8; Zn, Fe, Mn, Cu, B ¢ S (mg dm™) = 22,6; 51,6;
51,8;4,1; 0,2 e 25,5.

Sementes de O. selloi (depdsito herbario ESAL n° 7474) foram
plantadas em bandejas de poliestireno expandido com 72 células preenchiaso
com substrato comercial e mantidas em casa de vegetacdo, sob nebulizacdo
intermitente, por 60 dias. As mudas foram transplantadas para o campo em
dezembro de 2004. A area havia sido previamente arada e adubada com 0,5 L de
esterco bovino curtido por cova, em espacamento 1,0 x 1,0 m. A andlise do
esterco bovino apresentou os seguintes valores de macro e micronutrientes: N, P,
K,Ca,MgeS (g kg'l) =5,0; 0,67; 24,98; 5,32; 4,06 € 0,51; B, Cu, Fe, Mn e Zn
(mg kg'l) = 18,33; 22,06; 12.052,99; 223,47 e 58,52). Foi mantida irrigacao
diaria por 4 meses. Capinas foram realizadas conforme a necessidade. O
delineamento estatistico utilizado foi em blocos ao acaso, em esquemafatorial 2
x 8, sendo dois sistemas de manejo (com e sem corte das inflorescéncias) e oito
épocas de colheita (45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 ¢ 150 dias apos o transplante
das mudas), com quatro repeticdes por tratamento. Cada parcela foi composta
por duas plantas, totalizando 128 plantas uteis, contornadas por uma linha de
bordadura.

Nas avaliagdes, toda a parte aérea das plantas foi colhida ao redor das
8:00 horas da manha (Carvalho Filho et al., 2006), sendo o corte feito rente ao
solo. O material coletado foi conduzido imediatamente ao Laboratorio de
Cultura de Tecidos Vegetais ¢ Plantas Medicinais (UFLA/ DAG), onde cada
planta foi separada em caule, folhas e inflorescéncias e individualmente

embaladas em sacos de papel “Kraft” e secas em estufa com circulagdo de ar
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forgada, a 35°C, até atingir peso constante. O corte das inflorescéncias comegou
a ser realizado em fevereiro de 2005, quando foi confirmado visualmente o
surgimento das primeiras gemas floriferas, com cerca de 0,5 cm. Posteriormente,
o corte das inflorescéncias foi realizado todas as semanas, independente do seu
tamanho. As caracteristicas estudadas foram altura da planta (cm) e massa seca
(g) de caule, folhas e inflorescéncias (nos tratamentos sem corte).

Para a avaliagdo do teor e rendimento, o 6leo essencial foi extraido, em
quatro repeti¢cdes, pelo processo de hidrodestilagio em aparelho de Clevenger
modificado, utilizando baldes de 1 litro com 40 g de massa seca de folhas, em
500 mL de agua destilada, por 90 minutos (Martins, 1996). Em seguida,
realizou-se uma parti¢do liquido-liquido, em funil de separacdo, em que foi
adicionado diclorometano ao hidrolato, para a purificagio do 6leo. A fragdo
organica obtida adicionou-se sulfato de magnésio anidro em excesso, para se
retirar possiveis residuos de umidade. Apo6s alguns minutos em repouso, a
solugdo foi filtrada e armazenada & temperatura ambiente, em frascos escuros
parcialmente tampados, até a completa evaporagdo do solvente. Determinou-se,
entdo, o teor de oleo essencial por meio de pesagem, avaliando-se o teor de 6leo
essencial (g 100 g MS) e o rendimento de 6leo essencial (g planta™).

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica por meio do
software SISVAR" (Ferreira, 2000) e as médias comparadas pelo teste F a 5%

de probabilidade, para o corte e analise de regressao para a época de corte.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Crescimento e producio de biomassa
O sistema de manejo de corte das inflorescéncias ndo afetou a altura das
plantas. Plantas intactas apresentaram média de 51,8 cm durante o periodo

avaliado, enquanto aquelas que tiveram suas inflorescéncias cortadas atingiram
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53,2 ¢cm de altura. Esses resultados confirmam os de Gongalves (2001), que
obteve altura média de 50 cm em plantas de O. selloi cultivadas sob radiagdo
solar plena.

A altura das plantas apresentou resposta quadratica em relag@o as épocas
de colheita, com a altura maxima estimada de 65,9 cm, obtida aos139 dias apos
o transplante (DAT) (Tabela 1). O aumento de altura mais intenso ocorreu até 90
DAT, periodo que coincidiu com o auge da floragdo, que iniciou aos 75 DAT,
diferentemente do que foi observado por Shiroma et al. (2003) onde o
crescimento ocorreu de forma mais intensa da quarta a oitava semana apos o
transplante, periodo imediatamente anterior a floragdo. Esta diferenca pode ter
sido verificada em virtude do local, da época e da forma de plantio. As
diferentes condi¢des climaticas, o fotoperiodo e a disponibilidade prolongada de
nutrientes no perfil do solo no cultivo a campo, possivelmente, contribuiram
para o alongamento do ciclo reprodutivo da planta.

O corte das inflorescéncias influenciou significativamente o rendimento
de massa seca de caule (MSC) e de massa seca de folhas (MSF), ao longo das
épocas de colheita (Tabela 1). As plantas cujas inflorescéncias foram cortadas
produziram maior quantidade média de MSC (51,8 g planta™) ¢ MSF (27,9 g
planta™) em relagdo as plantas sem corte, que produziram 42,4 g planta” ¢ 21,3 g
planta™, respectivamente, concordando com as informagdes de Simon (2006)
para Ocimum basilicum.

Comportamento semelhante foi observado com a espécie Plantago
major L., em que a supressdo das inflorescéncias proporcionou incrementos
significativos para as caracteristicas de biomassa estudadas, com excecdo da
altura da planta (Blanco, 1998).

A MSC apresentou ajuste quadratico para os dois sistemas de manejo, ao
longo das épocas de colheita (Tabela 1). A partir de 75 dias DAT, época de

inicio da floracao e, conseqiientemente, do corte das inflorescéncias, as plantas
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desprovidas de inflorescéncias apresentaram maior acimulo de MSC do que as
que ndo foram cortadas, atingindo 26,5% a mais de massa seca até o final do

periodo estudado.

TABELA 1. Altura de planta, massa seca do caule (MSC), folhas (MSF) e
inflorescéncias (MSI), teor e rendimento de oOleo essencial
destilado de folhas secas de elixir-paregérico, com e sem corte de

inflorescéncias, em fungao das épocas de colheita.

Epoca de colheita Inflorescéncias
(dias) Cortadas Nao cortadas
Altura de planta (cm)
45 27,62 27,12
60 38,25 37,62
75 47,87 42,12
90 54,25 52,37
105 59,37 63,25
120 67,87 65,62
135 67,12 62,62
150 63,00 63,37
Equagdo y=-20,8802+1,2688x-0,0046x> y=-20,7567+1,299x-0,0044x>
R? 0,98** 0,96**
MSC (g.planta ™)
45 1,8 1,7
60 6,0 6,7
75 15,1 12,6
90 31,2 41,3
105 46,1 48,7
120 94,5 73,3
135 106,7 72,1
150 112,6 82,7
Equacdo y=-23,0761+0,1918x+0,0052x> y=-49,8767+1,0572x-0,0010x>
R? 0,95%* 0,95%*
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TABELA 1, Cont.

MSF (g.planta ")

45 3,0 2,8
60 7,9 8,6
75 17,5 14,3
90 27,1 31,7
105 33,2 30,2
120 51,0 35,7
135 45,5 23,9
150 38,1 22,9
Equacdo y=-50,4447+1,2847x-0,0044x> y=-54,9249+1,4992x-0,0065x>
R? 0,90%* 0,86**
MSI (g.planta )
45 - 0,0
60 - 0,0
75 - 1,2
90 - 6,0
105 - 9,1
120 - 30,2
135 - 50,1
150 - 53,8
Equacdo - y=19,9362-0,7577x+0,0068x>
R? - 0,95%
Teor 6leo essencial (g.100g ' MSF)
45 1,46 1,46
60 2,53 2,53
75 2,30 2,21
90 2,59 2,53
105 3,50 2,98
120 2,91 2,64
135 2,72 2,71
150 2,67 2,81
Equacdo y=-0,9709+0,0709x-0,0003x> y=0,0149+0,0455x-0,0002 x*
R? 0,75%%* 0,75%*
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TABELA 1, Cont.

Rendimento 6leo essencial (g.planta ™)

45 0,18 0,18
60 0,83 0,83
75 0,80 0,62
90 1,41 1,57
105 221 1,81
120 2,94 1,88
135 2,44 1,26
150 1,97 1,28
Equagdo y=-2,9861+0,0790x-0,0003x> y=-2,5669+0,0736x-0,0003x*
R 0,85%* 0,81%*

A MSF também apresentou resposta quadratica nos dois sistemas de
manejo, ao longo das épocas de colheita (Tabela 1). Nas plantas cujas
inflorescéncias foram cortadas, a producdo maxima estimada de MSF (45,5 g
planta’) foi obtida 149 DAT; ja naquelas que ndo tiveram as suas
inflorescéncias cortadas, a produgéio méaxima estimada foi menor (31,5g planta™)
e ocorreu mais cedo (115 DAT), sendo seguida por um declinio. Esta diferenca
de comportamento pode ser explicada pelo fato de que, com o florescimento
ocorre a translocacao de fotoassimilados das regides de sintese (folhas) para os
locais onde serdo consumidos, no caso as inflorescéncias e os frutos em
formagdo (Larcher, 2000); ja nas plantas cujas inflorescéncias foram cortadas, a
planta continuou investindo na produ¢@o de mais folhas.

A formagao de inflorescéncias pela planta foi muito intensa e teve inicio
aos 75 DAT. A massa seca das inflorescéncias (MSI) mostrou um ajuste
quadratico para as épocas de colheita (Tabela 1), ndo tendo o periodo avaliado
sido suficiente para determinar a sua produ¢do maxima, considerando que O.
selloi ¢ uma espécie perene (Lorenzi & Matos, 2002). Ao final do experimento,
notou-se que as plantas que ndo tiveram suas inflorescéncias cortadas
apresentaram aspecto geral senescente, com muitas folhas amareladas. Por outro

lado, aquelas cujas inflorescéncias foram cortadas apresentaram-se mais
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vigorosas e com folhas de coloracdo verde mais intensa. Segundo Hertwig
(1991), a supressdo das flores evita o envelhecimento precoce das plantas porque

elimina o dreno de fotossimilados.

5.2.Producao de dleo essencial

O teor de dleo essencial das folhas de O. selloi ndo foi afetado pelo
sistema de manejo, mas apresentou resposta quadratica as épocas de colheita,
com produgio méaxima estimada de 2,93 g 100 g MSF, obtida 117 DAT, apds o
qual tendeu a estabilizar (Tabela 1). A variacdo do teor de 6leo em fungdo da
idade da planta parece ser um fator que varia com a espécie, pois, para Ocimum
gratissimum, a maior producdo de 6leo essencial, 1,25%, ocorreu com 83 dias
(Rocha et al., 2005). Ja para Cymbopogon citratus foi observado decréscimo
gradual do teor de 6leo com a idade da planta (Leal et al., 2003).

O teor médio de 6leo essencial de O. selloi obtido neste trabalho foi
superior aos valores encontrados por Gongalves (2001) e Martins (1996),
possivelmente em virtude de diferencas entre os materiais genéticos, época e
local de cultivo e colheita, além do método de extragdo utilizando folhas frescas
e outros solventes organicos, como pentano e éter dietilico, respectivamente.

A interagdo entre o corte ¢ a época de colheita teve efeito significativo
sobre o rendimento de Oleo essencial da planta, resultando em ajustes
quadraticos (Tabela 1). A média de rendimento de 6leo essencial obtido das
folhas das plantas, cuja inflorescéncia foi cortada, foi significativamente maior
(1,60 g planta™) do que nas plantas que ndo sofreram o corte (1,18 g planta™).
Para as plantas que tiveram as suas inflorescéncias cortadas, o rendimento de
6leo maximo estimado foi de 2,36 g planta™, obtido 135 DAT, enquanto nas
plantas que ndo foram cortadas, o rendimento de 6leo maximo estimado foi de

1,65 g planta”, obtido aos 114 DAP (Tabela 1). O corte das inflorescéncias
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proporcionou um aumento médio de 26,25% no rendimento de 6leo essencial em
relacdo as plantas ndo cortadas.

Nas plantas em que se cortaram as inflorescéncias semanalmente,
aparentemente, a translocacdo dos fotoassimilados ficou direcionada para a
producdo de maior quantidade de massa foliar. Dessa forma, apesar de o corte
das inflorescéncias ndo ter apresentado efeito sobre o teor de d6leo essencial na
planta, verificou-se que o aumento do rendimento de 6leo ocorreu em fungao do
incremento de massa seca de folhas de O. selloi, como observado em
Cymbopogon citratus, em que, apesar do teor de Oleo essencial ter diminuido
com a idade da planta, o rendimento final aumentou, compensado pela maior

quantidade da biomassa seca produzida (Leal et al., 2003).

6. CONCLUSOES

O corte das inflorescéncias de O. selloi ndo interfere na altura da planta
e no teor de oleo essencial, mas proporciona aumento da producao de caules e
folhas, bem como no rendimento de 6leo essencial. A época ideal de colheita
esta em torno dos 135 DAT, para as plantas com suas inflorescéncias cortadas e

114 DAT, para aquelas sem corte das inflorescéncias.
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1. RESUMO

A pratica da adubagdo organica, além de fornecer nutrientes para as
plantas, proporciona a melhoria da estrutura fisica do solo, aumenta a retengao
de agua, diminui as perdas por erosdo e favorece o controle biologico. O elixir-
paregorico (Ocimum selloi Benth.) é uma espécie medicinal nativa das regides
sul e sudeste do Brasil, onde ¢ utilizada popularmente como antidiarréico,
antiespasmodico e antiinflamatério. Este trabalho foi realizado com o objetivo
de verificar o efeito de diferentes doses de dois adubos organicos no crescimento
no rendimento e na composi¢do do 6leo essencial de elixir-paregorico. Os
experimentos foram conduzidos em Lavras, MG, em casa de vegetacao, com o0s
seguintes tratamentos de adubacdo: Ensaio A — esterco bovino: 1) solo sem
adubagdo (controle); 2) solo + 3 kg m™ de esterco; 3) solo + 6 kg m™ de esterco;
4) solo + 9 kg m™ de esterco; 5) solo + 12 kg m™ de esterco; ensaio B — esterco
avicola: 1) solo sem adubagéo (controle); 2) solo + 1,5 kg m™ de esterco; 3) solo
+ 3 kg m™ de esterco; 4) solo + 4,5 kg m™ de esterco e 5) solo + 6 kg m™ de
esterco. Foi observada influéncia das doses de adubagdo com esterco bovino e
avicola sobre o crescimento da planta em altura e diametro do caule, acimulo de
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biomassa seca, AF, AFE, RPF, teor de clorofilas, espessura do limbo foliar,
rendimento e composi¢do quimica do 6leo essencial.

Palavras-chave: Ocimum selloi Benth., planta medicinal, adubag@o orgénica.

2. ABSTRACT

Sources and doses of organic fertilization in Ocimum selloi growth, essential
oil yield and chemical composition. The organic fertilization provides nutrients
for the plants, improves the soil physical structure, increases the water retention,
reduces the erosion losses and favors the biological control. Ocimum selloi is a
native medicinal plant of south and southeast of Brazil where is used popularly
as antidiarrhetic, antispasmodic and anti-inflammatory. This work aimed to
verify the effect of different doses of two organic fertilizers souces in O. selloi
growth, essential oil yield and chemical composition. The experiments were
carried out in Lavras, MG, with pots in green house with two manuring
treatments: Test A - Cattle manure: 1) Soil without manuring (control); 2) Soil +
3 kg m™ cattle manure; 3) Soil + 6 kg m™ cattle manure; 4) Soil + 9 kg m™ cattle
manure; 5) Soil + 12 kg m™ cattle manure; Test B - Chicken manure: 1) Soil
without manuring (control); 2) Soil + 1.5 kg m™ chicken manure; 3) Soil + 3 kg
m~ chicken manure; 4) Soil + 4.5 kg m™ chicken manure and 5) Soil + 6 kg m™
chicken manure. The influence of cattle and chicken manuring doses was
verified on plant height, stem diameter, dry biomass weight, TLA, SLA, LWR,
chlorophylls content, leaf thickness, essential oil yield and composition.

Key-words: Ocimum selloi Benth., medicinal plant, organic fertilizer.

3. INTRODUCAO

Ocimum selloi Benth. (Lamiaceae), conhecida vulgarmente como elixir-
paregoérico, alfavaquinha ou atroveran, ¢ uma espécie medicinal nativa das
regides sul e sudeste do Brasil. Encontrada em estado silvestre ou cultivada em
hortas e quintais, a espécie é usada tradicionalmente como antidiarréico,

antiespasmodico e antiinflamatorio.
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A sintese de principios ativos nas plantas medicinais é derivada do
metabolismo secundario e pode ser regulada tanto por fatores genéticos quanto
ambientais. Dentre os fatores de estresse que interferem na composi¢do quimica
da planta, a nutri¢do merece destaque, pois a deficiéncia ou o excesso de
nutrientes podem interferir na producdo de biomassa e na quantidade de
principio ativo (Mapeli et al., 2005). A adubacdo organica das plantas
medicinais, além de ser parte essencial nos sistemas de cultivo organico, fornece
nutrientes para as plantas, proporciona beneficios na estrutura fisica do solo,
aumenta a reten¢ao de agua, diminui as perdas por erosdo e favorece o controle
biologico de pragas e doengas.

Nesse sentido, estudos sobre o rendimento de biomassa e 0leo essencial
em resposta a adubag@o orgénica, mineral e mista vém sendo desenvolvidos com
espécies medicinais, como Justicia pectoralis (Bezerra et al., 2006), Hyptis
suaveolens (Maia, 2006), Ocimum basilicum (Blank et al., 2005), Chamomilla
recutita (Corréa Junior, 1998; Mapeli et al., 2005), Lippia alba (Ming, 1998) ¢
Achillea millefolium (Scheffer, 1998).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de verificar o efeito de
diferentes tipos ¢ doses de adubos organicos no crescimento vegetativo, no teor

e na composi¢do quimica do 6leo essencial de elixir-paregdrico.

4. MATERIAL E METODOS

Plantas obtidas a partir de sementes foram cultivadas, em casa de
vegetagdo, em vasos de 10 litros. Foram utilizados aos seguintes tipos e doses de
adubag@o organica: ensaio A — esterco bovino: 1) solo sem adubagéo (controle);
2) solo + 3 kg m™ de esterco; 3) solo + 6 kg m™ de esterco; 4) solo + 9 kg m™ de

esterco; 5) solo + 12 kg m™ de esterco; ensaio B — esterco avicola: 1) solo sem
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adubagdo (controle); 2) solo + 1,5 kg m™ de esterco; 3) solo + 3 kg m™ de
esterco; 4) solo + 4,5 kg m™ de esterco e 5) solo + 6 kg m™ de esterco. As doses
de esterco foram calculadas com base em volume de solo com 20 cm de
profundidade.

As caracteristicas quimicas do solo e adubos organicos foram
determinadas seguindo andlise de rotina, em que obtiveram-se os seguintes
resultados para o solo: pH em 4dgua = 7,3; P ¢ K (mg.dm™) = 1,7 e 9; Ca*", Mg*",
A", H+Al (cmolc.dm'3) =5,7;0,7; 0,0; 1,2; indice de saturacao de bases (%) =
84,3; matéria organica (dag.kg'l) =3,0; Zn, Fe, Mn, Cu, Be S (mg.dm'3) =1,5;
31,1; 13,8; 1,1; 0,1 e 14,9. Os adubos orgénicos, por sua vez, também foram
analisados, tendo sido encontrados os seguintes valores para o esterco bovino:
pH em agua = 82; P, K (mg.dm>) = 619,0; 8033; Ca’", Mg*", AI’" e H+Al
(cmol..dm™) = 6,9; 3,6; 0,0 ¢ 0,89; SB ¢ CTC (cmol..dm™) =31,0; 31,9; V (%) =
97,2. Para o esterco avicola: pH em agua = 8,2; P, K (rng.dm'3) = 1080,5; 8563;
Ca®*’, Mg, A’ ¢ H+Al (cmol.dm®) = 2,4; 1,1; 0,0 e 0,77; SB e CTC
(cmol..dm™) =25.4; 26,2; V (%) = 97,1.

Apds 80 dias de cultivo, procederam-se as seguintes avaliagdes: altura
das plantas (ALT), desde a superficie do solo at¢ a extremidade da
inflorescéncia presente no apice do eixo principal, ¢ o didmetro do caule na
altura do coleto (COL). A area foliar total (AFT) foi medida utilizando-se um
medidor eletronico de area foliar, modelo LI — 3100-LICOR, a partir da qual
obteve-se os parametros fisiologicos de razéo de area foliar (RAF), area foliar
especifica (AFE) e razdo de peso foliar (RPF), de acordo com Benincasa (2003).

Em seguida, cada planta colhida foi particionada em raiz, caule, folha e
inflorescéncia, para secagem até atingir peso constante, para a obtencdo da
biomassa seca, com a qual também foi determinada a relag¢do raiz: parte aérea

(R:PA).

Na mesma ocasido, foi colhida uma folha completamente expandida do
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segundo nd abaixo da inflorescéncia dos ramos centrais de cinco plantas
diferentes, fixadas em FAA 70% e estocadas em solu¢do de etanol a 70%.
Foram preparadas laminas semipermanentes da regido mediana do limbo foliar,
a partir de segOes transversais a mao livre. Os cortes obtidos foram submetidos a
coloragdo com safrablau (Kraus & Arduin, 1997). As medigdes dos
componentes foliares (espessura das epidermes das faces abaxial e adaxial,
parénquimas pali¢adico e lacunoso) foram feitas a partir de imagens digitais,
utilizando-se o programa de analise de imagens Sigma Scan Pro 5.

Com um espectrofotometro v/uv Beckman, modelo 640 B, foi realizada
a leitura da absorvancia dos extratos foliares a 663 nm e 645 nm para a
quantificacdo das clorofilas a, b e total, seguindo a metodologia de Arnon
(1949).

O dleo essencial das folhas secas foi extraido pelo processo de
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger, utilizando-se 40g de matéria seca, em
500 mL de agua destilada, por 90 minutos. O teor ¢ o rendimento de 6leo
essencial foram avaliados na biomassa seca das folhas (BSF). O teor de 6leo foi
obtido diretamente como porcentagem (g.100 g”' BSF) e o rendimento de éleo
foi calculado por meio do teor multiplicado pelo valor médio de BSF da planta
(g planta™).

As amostras de o6leo essencial foram analisadas por cromatografia
gasosa (CQG), utilizando aparelho Shimadzu 17 A, equipado com detector de
ionizacdo de chama (FID) e também por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM), usando aparelho Shimadzu QP5050A. As
condigdes cromatograficas em ambas as analises foram: coluna capilar de silica
fundida com fase estacionaria DB-5MS (30 m x 0,2 mm x 0,25um de espessura
de filme); He nas analises por CG-EM como gas de arraste com fluxo de 1,2
mL/min. A temperatura foi programada mantendo-se 50°C por 1,5 minuto,

aumentando para 200°C, a 4°C/min, entdo aquecendo para 300°C, a 10° C/min e
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mantendo esta temperatura constante por 10 minutos. As temperaturas do injetor
e do detector foram de 250°C e 280°C, respectivamente; o volume de injec¢do foi
0,2 uL solugdo em acetato de etila, com velocidade de arraste de 1,5 mL/min. As
condi¢des do EM foram: detector de captura ionica operando por impacto
eletronico e energia de impacto de 70 eV. A velocidade de varredura foi de 0,5
scan/seg de 40 a 550 m/z. Cada componente foi identificado pela comparagido
entre os espectros de massas obtidos com os dados da espectroteca on-line NIST
(Stein, 2005) e dados da literatura (Adams, 1995). Os indices de retengdo de
Kovats (IK) foram determinados utilizando-se uma curva de calibragao de uma
série de n-alcanos (Cg-Cig) injetados nas mesmas condi¢des cromatograficas das
amostras. Os valores de retencdo obtidos foram confrontados com dados da
literatura (Van Den Dool & Kratz, 1963). A concentragdo relativa dos
constituintes foi calculada por meio da area integral de seus respectivos picos,
relacionada com a area total de todos os constituintes da amostra, obtida pela
analise utilizando cromatégrafo a gas com detector de ionizagdo de chamas
(FID).

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados com
quatro repeticdes e quatro plantas por parcela. Os dados obtidos foram

submetidos a analise de variancia e regressao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos dois ensaios com os dois tipos de adubo orgénico, as plantas nao
adubadas ficaram visivelmente amareladas, com folhas menores e porte reduzido
em relag@o as demais (Figura 1). Verificou-se que houve efeito significativo das
doses de adubagdo do esterco bovino e avicola em todas as varidveis analisadas,
seguindo uma tendéncia quadratica, com excecdo do teor de clorofila total, cujo

ajuste foi linear para o esterco avicola (Figuras 2, 3 ¢ 4).
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FIGURA 1. Aspecto geral dos tratamentos de doses de adubagdo em Ocimum

selloi. A) Ensaio A — esterco bovino: 1) solo sem adubagio
(controle); 2) solo + 3 kg m™ de esterco; 3) solo + 6 kg m™ de
esterco; 4) solo + 9 kg m™ de esterco; 5) solo + 12 kg m™ de
esterco; B) Ensaio B — esterco avicola: 1) solo sem adubagdo
(controle); 2) solo + 1,5 kg m™ de esterco; 3) solo + 3 kg m™ de
esterco; 4) solo + 4,5 kg m™ de esterco e 5) solo + 6 kg m™” de

esterco.

Houve aumento na altura das plantas com o incremento das doses de
adubacdo atingindo um valor maximo de 67,3 cm com a aplicagio de 8 kg m™
de esterco bovino e 78,0 cm com a dose de 4,7 kg m™ de esterco avicola (Figura
2 A ¢ B). Estudos anteriores com Ocimum basilicum (Blank et al., 2005) e
Chamomilla recutita (Corréa Junior, 1998) ndo detectaram efeito da adubacgéo
organica e quimica sobre a altura das plantas medicinais, provavelmente por nao
ter sido avaliado o efeito de diferentes doses. O didmetro do caule, que esta
relacionado também a capacidade de transporte da planta, aumentou com as
doses de adubag@o aplicadas, atingindo 11,1 e 13,7 mm com a aplicacdo de 7,7
kg m? de esterco bovino e 4,8 kg m™ de esterco avicola, respectivamente

(Figura 2 C e D). Resposta semelhante do efeito de doses de adubagdo organica
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FIGURA 2. Crescimento de Ocimum selloi em altura (A e B), didmetro do caule
(C e D), acimulo de biomassa seca (E e F) e relagdo raiz:parte

aérea (R:PA) (G e H), em fun¢do dos diferentes adubos (A, C, E

(¢}

G = esterco bovino; B, D, F e H = esterco avicola) e doses. BST

biomassa seca total, BSC = biomassa seca do caule, BSF

biomassa seca foliar, BSR = biomassa seca da raiz e BSI
biomassa seca das inflorescéncias. * Significativo, a 5%, pelo teste

de F.
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sobre o didmetro do caule também foi encontrada para Hyptis suaveolens (Maia,
2006).

Maior producdo de biomassa seca total da planta (66,3 g) foi obtida
utilizando-se a dosagem de 9,7 kg m™ de esterco bovino ¢ 101,3 g com a dose de
43 kg m? de esterco avicola. Nos dois tipos de adubagio, a ordem de
distribui¢do dos fotoassimilados seguiu a mesma seqiiéncia: maior no caule,
seguido de folhas, raiz e inflorescéncias (Figura 2 E e F). O efeito das doses de
matéria organica no aumento de produgdo de biomassa ja foi registrado para
Hyptis suaveolens (Maia, 2006) e Hyptis marrubioides (Sales, 2006), atribuindo-
se a crescente disponibilidade e absor¢do de nutrientes. Entretanto, esse
comportamento ndo ¢é constante, pois em, Justicia pectoralis, as doses de
adubagoes organicas e minerais ndo influenciaram a producdo de biomassa da
planta (Bezerra et al., 2006).

Quanto a relacdo R:PA, nas dosagens estudadas, os maiores valores
foram obtidos no tratamento sem adubagfo, verificando-se diminui¢do da
relacdo R:PA com o aumento das doses de adubo organico até o valor de 0,23
com 7,8 kg m™ de esterco bovino e 0,20 com 4,1 kg m? de esterco avicola
(Figura 2 G e H). Este resultado sugere que o aumento das doses de adubo
organico direciona a distribuigdo de biomassa para a parte aérea da planta.

Com relagdo aos indices fisiologicos de crescimento, observou-se
incremento da area foliar (AF) com as doses de adubacgéo, atingindo os valores
maximos de 4.726,7 e 6.084 cm®, com as doses de 9,6 kg m™ de esterco bovino e
4,6 kg m™” de esterco avicola, respectivamente (Figura 3 A e B). A semelhanca
do verificado com AF, o incremento das doses dos adubos promoveu o aumento
da érea foliar especifica (AFE), atingindo o valor maximo de 267.2 cm® g”' nas
plantas adubadas com 9,0 kg m™ de esterco bovino e 258,4 cm™ g com 5,8 kg
m™ de esterco avicola (Figura 3 C e D). O aumento da 4rea foliar especifica com

doses crescentes de adubagao orgénica esta associado ao componente anatdmico,
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ou seja, a reducdo significativa da espessura foliar, como se pode observar nas
Figuras 4 A e B. Ndo houve diferenca significativa da razdo de area foliar (RAF)
em relacdo as doses de adubos (dados ndo apresentados), ou seja, a area foliar
util para a fotossintese ¢ a mesma. Apesar das plantas adubadas apresentarem
maior area foliar ¢ biomassa seca total do que as ndao adubadas, houve um
aumento da interferéncia das folhas superiores sobre as folhas inferiores,
causando um auto-sombreamento que reduz a fotossintese das folhas

sombreadas.
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FIGURA 3. Area foliar (AF) (A e B), area foliar especifica (AFE) (C e D) e
razdo de peso foliar (RPF) (E e F) de Ocimum selloi, em fun¢éo
dos diferentes adubos (A, C e E = esterco bovino; B, D ¢ F =

esterco avicola) e doses. * Significativo, a 5%, pelo teste de F.
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Quanto a razdo de peso foliar (RPF), nas dosagens estudadas, os maiores valores
foram obtidos no tratamento sem adubacdo e, a medida que as doses de adubo
foram aumentadas, os valores diminuiram até 0,27 g g, com 9,9 kg m™ de
esterco bovino ¢ 0,24 g g"' com 4,9 kg m™ de esterco avicola (Figura 3 E e F), ou
seja, quanto maior a dose de adubo orgénico, menor ¢ a fragdo de material retido
nas folhas e maior ¢ a exportagdo para as outras partes da planta como as
inflorescéncias, por exemplo.

A espessura do limbo foliar decresceu com as doses de adubo aplicadas
até o valor minimo de 185,0 pm com 11,1 kg m™ de esterco bovino e 169,7 um
com 5,8 kg m™ de esterco avicola (Figura 4 A e B). A diminui¢io da espessura
associada ao aumento da area foliar com as doses de adubo orgénico revelou um
ajuste da planta na area responsavel pela interceptacdo da energia luminosa e
CO,, aumentando, assim, a sua eficiéncia fotossintética em condigoes
nutricionais favoraveis.

O teor de clorofila total aumentou linearmente com as doses de esterco
avicola enquanto que, com o esterco bovino, o ajuste quadratico da curva
apresentou um pico de 1,57 mg g de clorofila total com a dose de 9,3 kg m™ de
adubo (Figura 4 C e D). As plantas sem adubacdo ficaram visivelmente
amareladas em relagdo as demais. Estas respostas estdo ligadas diretamente ao
aumento da disponibilidade nutricional, especialmente de N e Mg, principais
constituintes do anel porfirinico na molécula de clorofila.

O rendimento de oleo essencial extraido da biomassa seca foliar
aumentou com as doses de adubo, atingindo o valor méximo de 0,23 g planta™
com 8,1 kg m? de esterco bovino e 0,31 g planta” com 4,0 kg m™ de esterco
avicola (Figura 4 E e F), confirmando que pode haver incremento no rendimento
de oleo essencial por planta com o aumento dos niveis de nutrientes disponiveis
no solo (Silva et al., 2006). Entretanto, esta resposta pode variar com a espécie,

pois, em Achillea millefolium, ndo houve alteracdo do rendimento de odleo
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essencial com as doses de adubo organico, apenas entre os tratamentos adubados

e sem adubag@o (Scheffer, 1998).
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FIGURA 4. Espessura do limbo foliar (A e B), teor de clorofila (C ¢ D) e
rendimento de 6leo essencial (E e F) de Ocimum selloi, em fun¢ao
dos diferentes adubos (A, C e E = esterco bovino; B, D e F =
esterco avicola) e doses. Cl TOT = clorofila total; Cl a = clorofila

a; Cl b = clorofila b. * Significativo, a 5%, pelo teste de F.

A andlise quimica do 6leo essencial resultou na identificacdo de 19

compostos (Tabela 1). O oleo essencial de O. selloi é constituido de
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fenilpropandides e sesquiterpenos, tendo o metil chavicol sido o constituinte
majoritario do 6leo essencial de O. selloi, conforme ja descrito anteriormente

(Martins, 1997). Houve um incremento de aproximadamente 12% na biossintese
desse fitoconstituinte, independente do tipo ¢ da dose de adubagdo organica em
relagdo ao controle. Diferindo dos resultados obtidos por Silva et al. (2006), que
ndo encontraram efeito da adubagdo sobre a constituigdo quimica do Oleo
essencial de Baccharis trimera, em O. selloi, de modo geral, existem diferengas
quantitativas e qualitativas em termos de constituintes quimicos, conforme o
adubo organico e a dose usada. O maior nimero de compostos foi verificado no
tratamento sem adubagdo, possivelmente como uma resposta de defesa da planta

ao estresse nutricional (Tabela 1).
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TABELA 1. Composigdo quimica e porcentagem relativa da area do pico dos componentes do 6leo essencial da biomassa

seca de folhas de Ocimum selloi, em fun¢do dos diferentes adubos e doses.

% de area dos picos

9L

Constituinte IR* Doses esterco bovino (kg m™) Doses esterco avicola (kg m™)
0 3 6 9 12 1,5 3 4,5 6
Metil chavicol 1195 81,73 90,02 91,96 92,34 91,66 91,36 92,38 92,68 90,43
Chavicol 1253 - - - - - - - 0,05
a-copaeno 1376 0,20 0,20 0,18 0,16 0,18 0,19 0,19 0,16 0,23
B-bourboreno 1384 0,06 - - - - - - - -
B-cubebeno 1390 0,05 - - - - - - - -
B-elemeno 1391 0,09 - - - - - - - 0,11
Metil eugenol 1401 1,38 0,79 0,62 0,56 0,63 0,66 0,60 0,56 0,79
B -cariofileno 1418 2,61 1,75 1,54 1,59 1,63 1,61 1,45 1,46 1,76
a-trans-bergamoteno 1436 0,41 0,26 0,21 0,21 0,22 0,21 0,19 0,18 0,26
(E)-cinamil acetato 1443 0,03 - - - - - - - -
a-cariofileno 1454 2,24 0,08 - - - 1,61 1,45 1,46 1,76
Alo-aromadendreno 1461 0,12 0,05 - - - - - - -
Germacreno D 1480 3,91 2,49 2,05 1,99 2,22 2,34 1,95 1,93 2,39
Biciclogermacreno 1494 5,14 2,87 - - - - - - 2,66
Germacreno A 1503 - - 2,41 2,29 2,56 2,70 2,21 2,24 -
-bisaboleno 1509 2,46 0,88 0,93 0,69 0,75 0,79 0,78 0,65 0,73
B -cadeneno 1524 0,20 0,12 0,09 0,09 0,09 0,10 0,07 0,08 0,16
Spatulenol 1576 0,54 0,14 0,10 0,07 0,06 0,05 0,07 0,04 0,14
Oxido cariofileno 1581 0,12 - - - - - - - -

* Indice de retengio calculado por meio da série n-alcano em coluna capilar DB-5MS na ordem de eluigio.



6. CONCLUSOES

Houve efeito das doses de adubag@o com esterco bovino e avicola sobre
o crescimento da planta em altura e diametro do caule, acimulo de biomassa
seca, AF, AFE, RPF, teor de clorofilas, espessura do limbo foliar, rendimento e
composi¢do quimica do 6leo essencial de O. selloi. Os maiores valores foram
obtidos com a utilizagdo de esterco bovino nas doses entre 8 ¢ 10 kg m™ , mas

principalmente com aplicagdo de esterco avicola nas doses entre 4 ¢ 5 kg m™.
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1. RESUMO

O objetivo desse trabalho foi verificar o efeito do sombreamento de Ocimum
selloi com telas coloridas sobre caracteristicas biométricas, fisioldgicas,
anatomicas e ultra-estruturais da planta. Plantas foram cultivadas por 90 dias em
vasos contendo substrato composto por solo, esterco curtido de gado e areia
(5:3:2) sob trés tratamentos de sombreamento com tela colorida do tipo
Cromatinet® (50%) vermelha, azul e pleno sol (sem tela). As plantas nas telas
coloridas tiveram maior crescimento em altura, mas o maior acumulo de
biomassa seca total e particionada e relagdo raiz: parte aérea (R:PA) ocorreram
na condicdo de pleno sol. A espécie apresentou plasticidade fenotipica,
verificada pelos ajustes das variaveis area foliar total (AFT), area foliar
especifica (AFE), razdo de area foliar (RAF) e razdo de peso foliar (RPF) em
fungdo dos tratamentos. Ocorreu maior espessamento foliar na condigdo de
pleno sol pela somatdria do maior espessamento da epiderme abaxial e do
parénquima esponjoso. A densidade estomatica foi maior nas plantas a pleno sol.
O numero de cloroplastos ¢ o seu tamanho foi maior nas telas coloridas,
enquanto o maior acimulo de amido ocorreu a pleno sol e tela vermelha. As
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plantas de O. selloi foram mais afetadas pela intensidade luminosa do que pela
qualidade espectral da luz.

Palavras-chave: planta medicinal, telas coloridas, qualidade de luz, ultra-
estrutura foliar.

2. ABSTRACT

Effects of coloured shade netting on the vegetative development and leaf
structure of Ocimum selloi. The objective of the present work was to
investigate the effects of shading on the growth and development of the
medicinal plant Ocimum selloi. Seedlings were grown on a substrate consisting
of soil, mature cattle manure and sand (5:3:2) and were maintained under three
different light treatments, namely, full sunlight, and red and blue shading
provided by ChromatiNet” 50% coloured netting. After 90 days of cultivation,
the height, stem diameter, petiole length, total leaf area (TLA), specific leaf area
(SLA), leaf area ratio (LAR) and leaf weight ratio (LWR) of each plant was
measured. Microscopic examination of leaf sections were conducted in order to
determine the thicknesses of the adaxial and abaxial epidermis, the palisade and
spongy parenchyma, and the leaf blade, together with the size and density of the
stomata, and the number and area of chloroplasts and chloroplast starch grains
present in the palisade parenchyma cells. Although shade-grown plants were
taller in comparison with those grown in full sunlight, total dry biomass together
with root, stem and leaf tissue biomasses were lower. Plants exhibited
phenotypic plasticity, as demonstrated by the different TLA, SLA, LAR and
LWR values that were recorded under the various light treatments. Stomatal
density and leaf thickness was increased in plants maintained in full sunlight
owing to the expansion of the abaxial epidermis and the spongy parenchyma.
Chloroplasts were more numerous and larger in plants grown under shading,
whilst the accumulation of chloroplastic starch grains was greater in plants
grown under red shading or in full sunlight. Alterations observed in the anatomy
of O. selloi plants, including those concerning leaf morphology and structure,
were initiated more by light intensity than by light quality.

Keywords: Light quality and intensity, plastic coloured netting, plant anatomy,
leaf morphology and structure.
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3. INTRODUCAO

As plantas podem responder a alteragdes no balanco espectral do
ambiente e fazer ajustes fisiologicos e morfologicos por meio dos fitocromos (Li
et al., 2000), promovendo adaptacdes necessarias a sobrevivéncia em diferentes
ambientes (Kasperbauer & Hamilton, 1984). Alteragdes na qualidade espectral
podem produzir respostas fotomorfogenéticas que atingem o crescimento € o
desenvolvimento (Lee et al., 1997; Li et al., 2000), a morfologia (Stuefer &
Huber, 1998), a anatomia foliar ¢ do caule (Schuerger et al., 1997; Lee et al.,
2000), a parti¢ao de fotoassimilados (Kasperbauer, 1987; Brown et al., 1995), a
eficiéncia fotossintética (Kasperbauer & Peaslee, 1973) e a composi¢do quimica
das plantas (Macedo et al., 2004), tanto in vivo quanto in vitro (Kim et al., 2004;
Macedo et al., 2004). Apesar da confirmagdo dos efeitos da qualidade espectral
sobre as plantas, as respostas sdo muito variaveis em funcao das espécies (Kim
et al., 2004). Portanto, a utilizacdo efetiva de filtros espectrais como reguladores
do crescimento de plantas depende do conhecimento de quais faixas do espectro
estdo envolvidas nas respostas de crescimento de cada planta (McMahon &
Kelly, 1995).

A manipulacgdo da qualidade espectral pode ser obtida pela utilizagdo de
fontes de luz colorida artificial suplementar (Brown et al., 1995), filmes
plasticos coloridos (Oyaert et al., 1999), filtros espectrais (Rajapakse et al.,
1992) ou o revestimento do solo com coberturas plasticas coloridas reflexivas
(Loughrin & Kasperbauer, 2001 e 2003). Uma nova técnica utiliza telas plasticas
coloridas com propriedades Oticas variadas que exercem pequena interferéncia
no microclima, mas sdo capazes de modificar a intensidade e a qualidade da luz
solar transmitida (Oren-Shamir et al., 2001). Além de oferecer a protegdo fisica

normal contra radiagdo excessiva, pragas e¢ desequilibrios ambientais, 0 uso
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destas telas objetiva, principalmente, otimizar algumas respostas fisiologicas
desejaveis na planta (Shahak et al., 2004).

Pesquisas com o cultivo de plantas ornamentais sob telas coloridas
revelaram efeitos substanciais no alongamento de ramos, aumento de
ramificacdes e no florescimento (Oren-Shamir et al., 2001). J& em fruteiras,
foram verificados efeitos positivos no florescimento, na frutifica¢cdo, no
tamanho, na colora¢do e na qualidade interna dos frutos (Shahak et al., 2004).
De modo geral, o uso de telas coloridas interfere nos processos de
desenvolvimento da planta, como ampliagdo do periodo de colheita (maturacao
antecipada e mais prolongada), maior produtividade e melhoria da qualidade do
produto final (Shahak et al., 2004).

Ocimum selloi Benth. (Lamiaceae) ¢ um subarbusto perene, nativo das
regides sul e sudeste do Brasil, conhecido popularmente como elixir-paregorico,
alfavaquinha ou atroveran. A espécie ¢ usada popularmente como antidiarréico,
antiespasmodico e antiinflamatorio, além de possuir atividade repelente contra
insetos. Estudos da composi¢do quimica do 6leo essencial vém demonstrando
variagdes dos constituintes majoritarios: metil chavicol, metil eugenol (Martins,
1998) e trans-anetol com metil chavicol (Moraes et al., 2002), o que comprova a
existéncia de diferentes quimiotipos nesta espécie.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de verificar o efeito do
sombreamento com telas coloridas sobre caracteristicas do crescimento,

anatomia foliar e ultra-estrutura de Ocimum selloi.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.Cultivo das plantas
O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras

(UFLA), entre os meses de novembro de 2005 e janeiro de 2006. Sementes de
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plantas matrizes (deposito herbario ESAL n° 7474 — UFLA) de O. selloi,
cultivadas no Horto de Plantas Medicinais, foram semeadas em substrato
comercial (Plantmax®; Eucatex, Sdo Paulo, SP, Brasil), em bandejas de
poliestireno expandido com 72 células e mantidas em casa de vegetagdo, sob
nebulizagdo intermitente por 60 dias.

As mudas foram transplantadas para vasos de 10 litros preenchidos com
um substrato de mistura terrigo, esterco curtido bovino e areia, na propor¢do de
5:3:2 e submetidas aos tratamentos de sombreamento com tela colorida
ChromatiNet® vermelha, azul e sem tela a pleno sol. O sombreamento colorido
foi fornecido por telas coloridas (ChromatiNet® 50%, Industrias Polysack,
Leme, SP, Brasil), que apresentam propriedades oticas especiais, incrementando
a utilizacdo da radiagdo solar. Para cada tratamento empregado, a intensidade da
luz foi determinada diariamente, as 13 horas, utilizando-se um sensor Li-Cor LI-

185A (Li-Cor, Lincoln, NE, USA).

4.2. Analises biométricas

Ap6s 90 dias de cultivo, realizaram-se as seguintes avalia¢des: altura das
plantas (ALT) da superficie do solo at¢ a extremidade da inflorescéncia
principal, diametro do caule (COL) na altura do coleto e comprimento do
peciolo (PEC) das folhas do segundo né abaixo da inflorescéncia. Todas as
medidas foram expressas em centimetros.

A éarea foliar total (AFT, expressa em cm?) foi medida utilizando-se um
medidor eletronico de area foliar, modelo LI — 3100-LICOR, a partir da qual
obtiveram-se os parametros fisiologicos de razdo de area foliar (RAF, expressa
em cm?.g"), area foliar especifica (AFE, cm?.g™) e razdo de peso foliar (RPF, em
g.g™"), de acordo com Benincasa (2003).

Em seguida, cada planta colhida foi separada em raiz, caule, folha e

inflorescéncia, para secagem em estufa de circulagdo for¢ada a 70°C, até atingir
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peso constante, para a obtengdo da biomassa seca, com a qual também foi

determinada a relagéo raiz: parte aérea (R:PA).

4.3. Analises microscopicas

Folhas de dez plantas crescidas sob diferentes condigdes de luz foram
examinadas microscopicamente. Folhas completamente expandidas localizadas
no segundo no6 abaixo da inflorescéncia foram retiradas e fixadas com FAA
70%, por 48 horas e, transferidas para solucao de alcool 70%.

Foram obtidas amostras da regido mediana do limbo foliar, as quais
foram seccionadas nas duas faces foliares no sentido paradérmico a mao livre.
Estas sec¢des foram clarificadas em solugdo de agua sanitaria 50%, lavadas em
agua destilada, neutralizadas em agua acética, submetidas a coloragio com
safranina 1% e montadas em lamina semipermanente, com uso de 4gua mais
glicerina (1:1; v/v). As imagens foram registradas em fotomicrografias,
utilizando-se microscopio Olympus (Sao Paulo, Brazil) modelo BX60 acoplado
a camera fotografica digital Canon PowerShot modelo A510.

Para as seccdes transversais do limbo foliar utilizou-se a microscopia
eletronica de varredura (MEV), na qual as amostras foram fixadas em solucdo de
Karnovsky modificada (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampao
cacodilato de sodio 0,05M, pH 7,2, CaCl, 0,001M), desidratadas em série
acetOnica crescente, secadas até ponto critico usando um secador de ponto
critico Bal-Tec (Balzers, Liechtenstein) modelo CPD 030, submetidas a
metalizagdo com ouro utilizando um evaporador Bal-Tec modelo SCD 050 e
examinadas em microscopio eletrénico de varredura modelo Evo®™ 40 VP com
voltagem de aceleragdao de 20 kV. Nas secgdes transversais foram avaliadas as
seguintes variaveis: espessura da epiderme das faces adaxial (AD) e abaxial

(AB), parénquima paligaddico (PP), parénquima esponjoso (PE) e lamina foliar
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(LF). Nas secc¢les paradérmicas, determinaram-se o tamanho dos estomatos a
partir do seu diametro polar e equatorial ¢ a densidade estomatica.

Para a observagdo das caracteristicas ultra-estruturais dos cloroplastos,
foi realizada analise em microscopio eletronico de transmissdo (MET) Zeiss EM
109. As amostras foram, primeiramente, fixadas em solucdo de Karnovsky
modificada e tetroxido de 6smio, depois desidratadas em gradiente de acetona e,
a seguir, incluidas em resina Spurr. Os blocos obtidos foram submetidos a
microtomia ultrafina utilizando-se um micréotomo Reichert Jung (Heidelberg,
Germany) equipado com lamina de diamante. O material foi colhido em telas de
cobre e contrastado com acetato de uranila 2% seguido por acetato de chumbo
1%. Nestas sec¢des determinaram-se o niumero e a area (um?) dos cloroplastos e
graos de amido nos cloroplastos de células do parénquima pali¢cadico.

As imagens digitais foram obtidas utilizando-se o software de andlise de
imagens AnalySIS (Soft Imaging System GmbH, Miinster, Alemanha) e
analisadas com o software WinCELL Pro (Regent Instruments, Sainte-Foy,

Quebec, Canada).

4.4.Delineamento experimental e analise estatistica
O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado,
com trés tratamentos, sete repeticdes e duas plantas por parcela. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia para comparagao de médias por

meio do teste Tukey a 5% de probabilidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Plantas submetidas ao sombreamento tanto com a tela vermelha quanto com
a azul nd3o diferiram entre si quanto ao crescimento em altura, mas

apresentaram-se maiores do que as plantas cultivadas a pleno sol. O didmetro do
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coleto e o comprimento do peciolo ndo variaram em fungdo dos tratamentos
adotados (Tabela 1).

As plantas utilizam a luz como fonte de energia e um sinal que fornece
informagdo sobre seu ambiente. Tais sinais de luz sdo traduzidos em processos
elétricos, metabolicos e genéticos, que permitem as plantas alterarem o
crescimento, o desenvolvimento e a fungdo, a fim de aclimatarem-se as
mudancas nas condigdes ambientais. As respostas das plantas ao sombreamento
representam uma interagdo complexa entre a quantidade e a qualidade de luz
incidente sobre o crescimento, morfogénese, desenvolvimento e arquitetura da
planta (Lee et al., 1997). Normalmente, alteragcdes na intensidade de luz afetam
primariamente os parametros de crescimento e producdo, enquanto que a
composi¢do espectral da luz influencia principalmente os processos de

desenvolvimento e morfogénese da planta (Stuefer & Huber, 1998).

TABELA 1. Efeitos de diferentes regimes de luz no crescimento de Ocimum

selloi®.

Tratamentos Pleno sol Sombreamento Sombreamento Coeficiente

vermelho azul de variacdo
(%)

Altura (cm) 60,80+ 1,5°  72,60+1,8%  7020+1,5% 761

Diametrodo  1,36+£0,04*  1,31+0,08*  1,13+£0,07* 16,87

caule (cm)

Tamanhodo  1,65+0,05* 1,82+0,11*  1,83+£0,09* 1587

peciolo (cm)

* Resultados expressos em valores médiosterro padrdo (n = 10). Médias dos
tratamentos, seguidos de mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo teste

Tukey, a P<0,05.
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O maior crescimento das plantas sombreadas ocorreu devido ao efeito
principal da menor intensidade luminosa. De forma geral, as respostas de
alongamento das plantas sob baixa intensidade luminosa servem para aumentar a
interceptagdo de luz, posicionando partes da planta fotossinteticamente ativas
num estrato vegetacional mais elevado (Kasperbauer, 1987; 1971).

A intensidade luminosa e a qualidade espectral da luz nao tiveram
qualquer efeito sobre algumas caracteristicas de O. selloi, como o didmetro do
coleto e o tamanho do peciolo. O didmetro do coleto estd relacionado a sua
capacidade de transporte (Stuefer & Huber, 1998) e, indiretamente, informa o
volume do caule e a capacidade de armazenamento de carboidratos (Lee et al.,
1997). Apesar de ndo ter havido variagdo do didmetro do coleto de O. selloi em
funcdo dos tratamentos adotados, esta pode ser uma caracteristica de grande
plasticidade para outras espécies, como Hopea (Lee et al., 1997), Potentilla
anserina e Potentilla reptans (Stuefer & Huber, 1998). Da mesma forma,
respostas do tamanho do peciolo sdo muito variaveis em fungdo da espécie.

A qualidade da luz alterou sensivelmente o tamanho do peciolo de
Potentilla anserina (Stuefer & Huber, 1998), mas nio teve qualquer influéncia
sobre o tamanho do peciolo de crisantemo (Oyaert et al., 1999), enquanto que,
para Potentilla reptans, apenas a intensidade da luz promoveu alteragdes
(Stuefer & Huber, 1998).

As plantas mantidas a pleno sol acumularam maior quantidade de
biomassa seca total (Tabela 2). Os dois tratamentos com cobertura colorida
causaram decréscimo na biomassa seca total e particionada em raiz, caule e
folha, com excegdo da biomassa seca das inflorescéncias, cuja média ndo variou
entre os tratamentos sombreados, mas foi maior do que nas plantas cultivadas a
pleno sol (Tabela 2). O sombreamento com telas coloridas favoreceu a produgdo

de biomassa nas inflorescéncias, enquanto o sombreamento com tela azul foi
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limitante para o acimulo de biomassa seca total. Tdo importante quanto o
particionamento da biomassa seca entre os diversos orgdos da planta é a sua
distribuicdo entre a parte aérea ¢ a parte subterranea. A relagdo raiz:parte aérea
de O. selloi foi maior a pleno sol, revelando maior alocagdo de fotoassimilados
para a raiz nesta condi¢do do que nos tratamentos sombreados, cujos valores

médios ndo diferiram entre si (Tabela 2).

TABELA 2. Efeitos de diferentes regimes de luz na produgdo de biomassa de

Ocimum selloi?

Biomassa seca (g)

Tratamentos Pleno sol Sombreamento Sombreamento Coeficiente
vermelho azul de variagao
(%)
Raiz 65,63 +£59% 28,86+2,3" 11,16 £1,8° 34,41
Caule 54,84+ 1,5% 39.84+0,9° 21,21 1,5 11,09
Folha 24,86+ 0,6 19,52 +0,4° 11,24 + 0,8 11,10
Inflorescéncia 7,76 £0,3® 10,63 +0,6" 10,19 £0,7% 19,55
Total 153,03+7,2% 98,78 +2,95 53,72 +4,3 15,94
R:PA" 0,83+0,11%  0,42+0,03®  0,25+0,02° 54,87

* Resultados expressos em valores médiosterro padrdo (n = 10). Médias dos
tratamentos seguidos de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si, pelo teste
Tukey, a P<0,05.

® Razdo raiz:parte aérea.

O maior acimulo de biomassa seca total e das partes raiz, caule e folhas
e a maior relagdo R:PA na condi¢do de pleno sol confirmaram a hipotese de que

pardmetros de producdo sdo influenciados principalmente pela intensidade de
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luz (Stuefer & Huber, 1998). Apesar de a luz vermelha oferecer o comprimento
de onda correspondente & maxima absorbéncia da clorofila, a partir do qual
poderia esperar-se aumento da biomassa vegetal, isto ndo foi observado. Plantas
mantidas sob luz vermelha requerem radiagdo suplementar, especialmente no
espectro do azul para o seu crescimento e desenvolvimento normais (Brown et
al., 1995).

A menor produgdo de biomassa seca total de plantas cultivadas sob
filme plastico azul pode ser o resultado de um decréscimo na taxa de assimilagdo
de CO; (Oyaert et al., 1999). Isso também ja foi confirmado por Kim et al.
(2004) que observaram reducdo da taxa fotossintética liquida em plantas
submetidas a luz azul ou azul+VD. A luz azul ou a interagdo do azul com outros
comprimentos de onda s3o fatores criticos na determinagdo da resposta
fotomorfogénica das plantas (Rajapakse, 1992; Brown et al., 1995). Entretanto,
quando se compara o cultivo de O. basilicum apenas em ambientes de telas
neutras (preta, aluminet) e coloridas (amarela, pérola e vermelha), constata-se
que os maiores rendimentos foram obtidos sob a tela vermelha (Reshef, 2001).

O fato das plantas sombreadas produzirem maior quantidade de
biomassa seca de inflorescéncias pode ser explicado como uma “estratégia de
sobrevivéncia”. Por meio dela, o aumento de resisténcia necessaria a
sobrevivéncia em condi¢des desfavoraveis representa, freqiientemente, aumento
no custo de producdo de biomassa, no crescimento e maior eficiéncia de
reprodugdo, garantindo uma composi¢do equilibrada entre o rendimento e a
perpetuacdo da planta (Larcher, 2000).

Geralmente, variagdes ambientais podem causar alteragdes na relagao
R:PA pela interferéncia no remanejamento e na distribuicdo de fotoassimilados
dentro da planta (Ferreira et al., 2004). Apesar dos espectros do V ¢ VD em
condigdes de ambiente controlado poderem agir através do sistema fitocromo da

planta, regulando a particdo entre parte aérea e sistema radicular (Kasperbauer,
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1987), neste trabalho, a alteragdo da relagdo R:PA foi atribuida a variacdo na
intensidade de luz.

A AFT foi maior nas plantas sombreadas com tela vermelha, seguida
pelas mantidas a pleno sol e, finalmente, pelas sombreadas com tela azul (Tabela
3). Nas plantas sombreadas com a tela azul, em que € maior a razdo A:V, foi
observado um efeito de inibicdo da expansdo foliar. A AFE e a RAF foram
maiores nas plantas sombreadas com a tela azul, seguida pela tela vermelha e
pleno sol. Quanto & RPF, ndo se observou diferenga significativa entre as plantas
sombreadas com tela vermelha e azul, cuja média, entretanto, foi
significativamente superior a daquelas plantas submetidas a condi¢do de pleno
sol (Tabela 3).

Considerando que a biomassa seca das folhas foi maior a pleno sol, é
possivel afirmar que a maior AFT nas plantas mantidas sob tela vermelha deveu-
se ao aumento da expansdo foliar individual, revelando que a menor razdo A:V
pode ter influenciado esta caracteristica. Da mesma forma, plantas de Ocimum
basilicum cultivadas em solo recoberto com plastico vermelho tiveram maior
area foliar e biomassa fresca (Loughrin & Kasperbauer, 2001). Por outro lado, o
menor valor de area foliar nas plantas sombreadas com a tela azul, em que ¢
maior a razdo A:V, pode ser um indicativo da intolerancia desta espécie a essa
condi¢do de luminosidade. A reducdo do tamanho da folha, resultando na
reducdo da area fotossintética, compromete o acimulo de biomassa seca pela
planta (Li et al., 2000). O conhecido efeito das telas azuis de inibicdo do
crescimento vegetativo (Oren-Shamir et al., 2001, Shahak et al., 2004) foi
confirmado pela redugdo da area foliar total com a conseqiiente diminui¢do da
biomassa seca das plantas. Tem sido observado também que a utilizagdo de
filmes fotoseletivos e filtros de CuSO, causam a reducdo da area foliar total em
crisantemo (Oyaert et al., 1999) e pimentdo (Li et al., 2000). Apesar das

variagoes de area foliar normalmente estarem associadas a diferengas entre os
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niveis de radiagdo solar (Gongalves, 2001), observou-se que houve forte
influéncia da qualidade de luz neste fator, bem como nas outras duas variaveis

derivadas (AFE e RAF).

TABELA 3. Efeitos de diferentes regimes de luz no desenvolvimento foliar de

Ocimum selloi?

Tratamentos Pleno sol Sombreamento Sombreamento Coeficiente
vermelho azul de variacao
(%)
AFT (cm?)° 3592,45 + 4064,96 + 2401,13 £ 117,6 11,97
101,9® 155,2%
AFE (cm2.g")® 154,59 + 217,25 +3,38 233,63 +2,8" 4,49
2,4¢
RAF (cm2.g")*  23,81+£09° 4135+1,7" 48,69 + 1,94 13,19
RPF (g.g")° 0,16 + 0,20 + 0,006" 0,21 +0,004" 9,42
0,005"

* Resultados expressos em valores médios+erro padrdao (n = 10). Médias dos
tratamentos, seguidos de mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo teste
Tukey, a P<0,05.

> AFT — area foliar total; AFE — area foliar especifica; RAF — razdo de area

foliar; RPF — razdo de peso foliar.

A AFE relaciona a superficie com a biomassa seca da propria folha
(Benincasa, 2003) e pode responder diferentemente a qualidade espectral da luz
conforme a espécie. Apesar da reduzida AFT nas plantas sombreadas com tela
azul, foi observada maior AFE em virtude do seu pequeno aciumulo de biomassa
seca foliar. Alteragdes da AFE estdo associadas a modificagdes anatdmicas, que

foram acompanhadas por alteragdes na espessura do limbo foliar, justificando
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suas folhas mais delgadas sob tela azul e vermelha. Em espécies de Hopea, a
qualidade espectral ndo afetou a AFE (Lee et al.,, 1997), enquanto que, em
crisantemo e pimentdo, houve redugdo da AFE nas plantas mantidas sob plastico
fotosseletivo (Li et al., 2000).

Considerando-se a biomassa foliar como uma expressao do volume
foliar, o inverso da AFE indica a espessura da folha (MS folha/Area foliar), que
também ¢ chamada de peso especifico da folha (Benincasa, 2003). Quanto
menor a AFE, mais espessa ¢ a folha. A folha sombreada, normalmente, tem
AFE maior, pois € mais fina. A redu¢ao da espessura da folha, bem como do seu
peso especifico foliar em condigoes de sombreamento, ¢ uma modificagdo
comum € que representa vantagens funcionais em ambientes de baixa
intensidade luminosa (Buisson & Lee, 1993).

A RAF expressa a area foliar util para a fotossintese (Benincasa, 2003).
Os maiores valores encontrados nas plantas sombreadas com a tela azul indicam
que uma quantidade maior de area foliar € necessaria para produzir um grama de
biomassa seca. Este efeito de menor RAF com o aumento da intensidade de luz
pode ser entendido como a capacidade da planta em se adaptar a diferentes
condigOes de luminosidade, dentro de certos limites (Benincasa, 2003).

Quanto a RPF que foi influenciada principalmente pela intensidade de
luz, nas plantas submetidas ao sombreamento com telas coloridas ¢ maior a
fragdo de material retido nas folhas, enquanto que, a pleno sol, ocorreu
exportagdo mais eficiente do material produzido nas folhas para as demais partes
da planta. A maior ou a menor exportacio de material da folha podem ser
caracteristicas genéticas que estdo sob influéncia de wvaridveis ambientais
(Benincasa, 2003) como a qualidade espectral da luz.

Nas secdes paradérmicas das folhas das plantas submetidas aos

tratamentos com cobertura colorida observou-se maior sinuosidade das paredes
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anticlinais das células epidérmicas nas duas faces foliares, em relagdo as plantas

expostas a pleno sol (Figura 1).

FIGURA 1. Fotomicrografias da epiderme foliar de Ocimum selloi, superficie
adaxial (A, C e E) e abaxial (B, D e F), em plantas mantidas a
pleno sol (A e B), sombreamento vermelho (C e D) e

sombreamento azul (E e F). Setas indicam os estomatos (ES).
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Nas secOes transversais da folha, a epiderme da superficie adaxial foi
mais espessa do que a epiderme abaxial e o parénquima esponjoso foi mais
espesso do que o parénquima pali¢adico (Tabela 4). Apesar de ndo ocorrerem
diferengas significativas na espessura da epiderme adaxial e do parénquima
paligadico, observou-se maior espessamento do limbo foliar na condigdo de
pleno sol (Figura 2 A, C, E), devido a combinagdo do maior espessamento da

epiderme abaxial e do parénquima esponjoso nesta mesma condi¢ao (Tabela 4).

TABELA 4. Efeitos de diferentes regimes de luz na estrutura foliar de Ocimum

selloi®

Tratamentos  Pleno sol Sombreamento Sombreamento  Coeficiente

vermelho azul de variacdo
(%)
Espessura das camadas (cm)

Limbo foliar 298,59 + 11,31% 245,64+ 7,85 246,51 +4.87° 10,12

Epiderme 29,44 +1,19% 27,32+ 1,174 28,20 + 1,02% 12,66

adaxial

Parénquima 93,08 +4,20" 78,87 + 4,08" 87,01 + 3,65* 14,59

Paligadico

Parénquima 153,82 +8,65%  121,14+432°  111,46+3,39° 14,53

esponjoso

Epiderme 2227+0,80%  18,32+0,50° 20,01 +046> 9,48

abaxial

* Resultados expressos em valores médiosterro padrdo (n = 10). Médias dos

tratamentos, seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo teste

Tukey, a P<0,05.
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Os estdmatos do tipo diacitico possuem praticamente 0 mesmo tamanho
(Tabela 5) e estdao posicionados no mesmo nivel das demais células da epiderme,
podendo ser encontrados nas duas faces foliares, mas em maior densidade na
superficie abaxial, enquadrando a folha na classificagdo de hipoanfiestomatica
(Figura 1). O diametro polar dos estomatos nas duas faces foliares ndo variou em
fungdo dos tratamentos, mas o didmetro equatorial na face abaxial foi maior nas
plantas sombreadas com tela vermelha e, na face adaxial, foi maior nas plantas
sombreadas com a tela azul. A densidade estomdtica foi influenciada pelos
tratamentos, tendo o maior valor sido encontrado nas plantas mantidas a pleno
sol (Tabela 5).

Em secdo transversal (Figura 2), a folha de O. selloi possui conformagao
dorsiventral com epiderme unisseriada formada por células maiores na face
adaxial em relagdo a face abaxial e mesofilo formado por uma camada de células
no parénquima palicadico e quatro a cinco camadas de células no parénquima
esponjoso (Martins, 1998; Gongalves, 2001). Em vista frontal, variacdes da
sinuosidade nas paredes das células epidérmicas ja foram registradas em
Mikania glomerata, pelo efeito de variagdo no fotoperiodo (Castro et al., 2005).

A redugdo do espessamento foliar em condigdes de sombreamento
parece ser um fendmeno generalizado entre as plantas e pode ser atribuida a
diferentes fatores, como aumento da razao V:VD (Kasperbauer & Peaslee, 1973)
ou decréscimo da intensidade luminosa (Buisson & Lee, 1993). Nas condigdes
experimentais adotadas, em que ndo houve variacdo da razdo V:VD entre os
tratamentos, os resultados obtidos corroboram com o trabalho de Lee et al.
(2000), ao afirmarem que o espessamento foliar é efeito apenas da intensidade
luminosa, pois a qualidade espectral da luz nao ¢ capaz de afetar a contribuicao
das camadas de tecido no espessamento total da folha nem a composi¢do do

mesofilo.
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TABELA 5. Efeitos de diferentes regimes de luz no tamanho e densidade dos

estdmatos nas folhas de Ocimum selloi?

Tratamentos Pleno sol Sombreamento Sombreamento  Coeficiente
vermelho azul de variacao
(%)

Tamanho do estomato (um)

Epiderme abaxial

Diametro 28,13 £0,49% 28,87 +0,63" 28,47 +0,42% 8,02
polar

Diametro 17,22 +£0,5%  19,14+0,48" 18,71 +0,4"" 10,86
equatorial

Epiderme adaxial

Diametro 29,98 +0,27* 30,56+ 0,56" 31,08 +0,37* 6,14
polar

Diametro  17,99+0,26® 17,84+0,28® 19,53 +£0,19* 5,88
equatorial

Densidade de estomatos (mm?)

Epiderme 283,84 + 1822% 232,38 +6,72° 201,82+ 11,21°® 17,10
abaxial
Epiderme 123,02 +6,35% 105,33 £5.28"® 99,71 +497" 16,10

adaxial

* Resultados expressos em valores médios+erro padrdao (n = 10). Médias dos
tratamentos, seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo teste

Tukey, a P<0,05.
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A maior densidade estomatica das plantas mantidas a pleno sol coincide
com os resultados de Lee et al. (1997) para Hopea odorata, cuja densidade
estomatica foi maior com o aumento da intensidade luminosa. Segundo Buisson
& Lee (1993), a reducdo da densidade estomatica nos tratamentos de sombra
neutra e filtrada, em relacdo a condigdo de pleno sol, confirma o efeito da
intensidade de luz sobre esta caracteristica.

De forma geral, os cloroplastos foram observados sempre préximos a
parede celular (Figura 2 B, D, F). O ntiimero de cloroplastos por célula do
parénquima palicadico e o seu tamanho ndo diferiram entre os tratamentos
sombreados, que foram significativamente maiores do que na condigdo de pleno
sol (Tabela 6). Foi observado maior nimero de graos de amido nos cloroplastos
das plantas mantidas a pleno sol e sombreadas com tela vermelha, mas o seu
tamanho ndo variou entre os tratamentos (Tabela 6) (Figura 2 B, D, F). Nas
plantas sombreadas com tela vermelha, constatou-se a presenca de cristais
prismaticos de oxalato de calcio nas células do mesofilo (dados nédo
apresentados).

Os maiores numero e tamanho de cloroplastos por célula do parénquima
palicadico nos tratamentos sombreados ocorrem porque, geralmente, as folhas
de plantas sombreadas sdo mais finas e possuem cloroplastos maiores ¢ mais
ricos em clorofila. Dessa forma, folhas “de sombra” investem maior energia na
producdo de pigmentos responsaveis pela captagdo de energia radiante,
permitindo otimizac¢do na utilizagdo da intensidade de luz incidente (Bjorkman
etal., 1972).

O maior numero de graos de amido por cloroplasto nas plantas a pleno
sol e sob tela vermelha pode ser justificado pelo fato de cloroplastos de folhas
mantidas sob luz vermelha possuirem mais e maiores graos de amido
(Kasperbauer & Hamilton, 1984; Leong et al., 1985). A luz vermelha é um fator

importante para o desenvolvimento do aparelho fotossintético e pode aumentar o
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acumulo de amido em vérias espécies vegetais, pela inibigdo da translocagdo dos
fotoassimilados para fora das folhas (Schuerger et al., 1997). A manipulagdo dos
fitocromos influenciou a quantidade de fotoassimilados presentes na forma de
graos de amido nos cloroplastos (Kasperbauer & Hamilton, 1984), interferindo
na translocag@o de carboidratos para as outras partes da planta.

Drusas e cristais de oxalato de calcio também foram observados em
células do caule e mesofilo de pimentdo submetido ao tratamento controle e a
luz V:A. Desconhece-se o possivel papel da qualidade de luz na deposi¢do de
cristais de oxalato de calcio, mas, segundo Schuerger et al. (1997), pode ser

devido a um efeito indireto da luz azul na fotossintese.

TABELA 6. Efeitos de diferentes regimes de luz nos cloroplastos e graos de

amido nas células do parénquima paligadico de Ocimum selloi®

Tratamentos Pleno sol Sombreamento Sombreamento  Coeficiente

vermelho azul de variagdo
(%0)
Cloroplastos
Nuamero 11,40 £0,98° 1590+ 1,12  18,20+0,96" 21,34
Area (um?)  4,68+0,12°  6,49+0,43*  7,06+0,51* 17,22
Graos de amido presents nos cloroplastos
Nuamero 1,6 0,16  1,5+0,16" 0,8 £ 0,20° 43,16
Area (um?) 1,18 £0,08* 1,09+£021* 1,10+ 0,29* 49,99

* Resultados expressos em valores médios+erro padrdo (n = 10). Médias dos
tratamentos, seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si, pelo teste

Tukey, a P<0,05.
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FIGURA 2. Eletromicrografias de varredura da secdo transversal de folhas de
Ocimum selloi (A, C e E) e eletromicrografias de transmissao,
mostrando caracteristicas dos cloroplastos (B, D e F), em plantas
mantidas a pleno sol (A e B), sombreamento vermelho (C e D) e
sombreamento azul (E e F). Setas indicam a parede celular (PC),

graos de amido (GA) e cloroplastos (CL).
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6. CONCLUSOES

Varias modifica¢bes na morfoanatomia de O. selloi, incluindo altura da
planta, biomassa seca total e das partes raiz, caule, folha e inflorescéncias,
relacdo R:PA, RPF, espessura foliar, densidade estomatica, nimero e tamanho
de cloroplastos por célula, resultaram da alteragdo da intensidade da luz.
Entretanto, as variaveis AFT, AFE, RAF e o numero de grios de amido por
cloroplasto foram influenciadas pela qualidade espectral da luz incidente (razdo
A:V). Plantas de O. selloi sdo mais afetadas pela intensidade luminosa do que

pela qualidade espectral da luz.
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1. INTRODUCAO

Ocimum selloi Benth. é um subarbusto perene, nativo das regides Sul e
Sudeste do Brasil, conhecido popularmente como elixir-paregorico,
alfavaquinha ou atroveran. A espécie possui largo uso popular como
antidiarréico, antiespasmadico e antiinflamatorio (Lorenzi & Matos, 2003), além

da acdo comprovada como repelente de insetos (Paula et al., 2003). Apesar da

105



confirmacdo dos efeitos da qualidade da luz sobre as plantas, inclusive no
aspecto anatomico (Lee et al., 2000; Schuerger et al., 1997), as respostas sdo
muito variaveis em funcdo das espécies (Kim et al., 2004). Portanto, é necessario
conhecer quais por¢des do espectro estdo envolvidas nas respostas de cada
planta (Mcmahon e Kelly, 1995).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar o efeito da
alteracdo do espectro de luz incidente, utilizando-se sombreamento com telas

coloridas, sobre caracteristicas da anatomia foliar de Ocimum selloi.

2. MATERIAL E METODOS

Mudas obtidas de sementes foram transplantadas para vasos de 10 litros
e cultivadas, por 90 dias, em casa de vegetacdo, sob os tratamentos de
sombreamento com tela colorida ChromatiNet 50% vermelha, azul e pleno sol
(sem tela).

As duas telas coloridas possuem espectros de transmitancia distintos na
faixa visivel, com densidade da malha de 50% de sombreamento na regido da
radiagdo fotossinteticamente ativa. O espectro tipico da tela azul apresenta um
pico principal de transmitancia na regido do azul-verde (400-540 nm), enquanto
a tela vermelha possui maior transmitancia além de 590 nm (Oren-Shamir et al.
2001). A razdo vermelho:vermelho distante (V:VD), principal fator regulatorio
das reagdes mediadas pelos fitocromos, ndo ¢ muito alterada pelas telas
coloridas. O fator de diferenciagdo mais importante entre as telas € a razdo
azul:vermelho (A:V), que é maior sob a tela azul e menor sob a tela vermelha
(Shahak et al., 2006).

Para os estudos anatdmicos, foi utilizada uma folha completamente
expandida do segundo nd abaixo da inflorescéncia do ramo central de dez

plantas diferentes.
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Para o preparo do material de microscopia de luz realizaram-se se¢des
transversais ¢ paradérmicas da regido mediana foliar, que seguiram os processos
usuais de microtécnica vegetal:fixagdo em FAA 70%, por 72 horas, seguido por
conservagdo em alcool 70%, clarificagdo com hipoclorito de sodio 50%,
coloragdo com safrablau (transversais) e safranina (paradérmicos) e montagem
em lamina semipermanente com glicerina 50%. Nas secdes transversais, com
auxilio do programa de analise de imagens WinCELL Pro, foram feitas
medi¢des da epiderme em suas faces abaxial e adaxial, além dos parénquimas
lacunoso e palicadico; nas seg¢des paradérmicas, foram determinados o didmetro
polar e equatorial dos estomatos e a densidade de estomatos e tricomas.

Paralelamente, prepararam-se amostras foliares para microscopia
eletronica de varredura. O material foi fixado primeiramente em solugdo fixativa
(Karnovsky modificado), lavado em tampao cacodilato, pos-fixado em tetréxido
de 6smio 1%, desidratado em série acetdnica progressiva, submetido a secagem
em ponto critico e recoberto com ouro metalico sob alto vacuo para exame em
microscopio eletronico de varredura.

As amostras destinadas a microscopia de transmissdo, depois de fixadas
em solucdo de Karnovsky modificada e pods-fixadas com tetréxido de dsmio,
foram contrastadas em bloco com acetato de uranila 0,5%, desidratadas em
gradiente progressivo de acetona, incluidas em série crescente acetona/resina
Spurr, montadas em moldes e polimerizadas em estufa a 70°C. Os blocos obtidos
foram desbastados e cortados em sec¢des ultrafinas (<100 nm) em
ultramicrétomo com navalha de diamante. Os cortes foram pos-contrastados
com acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo e examinados em
microscopio eletronico de transmissdo. Nestas sec¢des, determinaram-se o
numero ¢ a area dos cloroplastos e graos de amido em células do parénquima
paligadico.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia € a
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comparacdo de médias foi feita por meio do teste Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os tratamentos, a epiderme na face adaxial apresentou-se mais
espessa do que na face abaxial e o parénquima lacunoso foi mais espesso do que
o parénquima palicaddico. Ndo foram observadas diferencas significativas na
espessura da epiderme da face adaxial e do parénquima pali¢adico, entretanto,
houve um aumento da espessura do limbo foliar na condi¢dao de pleno sol. Isso
ocorreu em funcgdo da somatéria da maior espessura da epiderme da face abaxial
e do parénquima lacunoso nesta mesma condi¢do (Tabela. 1). Segundo Lee et al.
(2000), o espessamento foliar é efeito apenas da intensidade luminosa, pois a
qualidade espectral da luz ndo é capaz de afetar a contribui¢do das camadas de

tecido no espessamento total da folha nem a composi¢do do mesofilo.

TABELA 1. Espessura do limbo e tecidos foliares de Ocimum selloi, em fungéo
dos tipos de sombreamento com tela colorida. LF, limbo foliar;
AD, epiderme da face adaxial; PP, parénquima palicadico; PL,

parénquima lacunoso; AB, epiderme da face abaxial.

Tratamento LF AD PP PL AB

Espessura (um)

Sol 298,59+11,31°  29,44+1,19°  93,08+4,20"  153,82+8,65°  22,27+0,80°
Vermelho 245,64+7,85°  27,32+1,17*°  78,87+4,08*  121,14+4,32°  18,32+0,50°
Azul 246,51+4,87°  28,020+1,02°  87,0143,65*  111,46£3,39°  20,01:0,46"
CV (%) 10,12 12,66 14,59 14,53 9,48

Meédias dos tratamentos (£EP), seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem

entre si, pelo teste Tukey a P<0,05 (n=10).
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Os estomatos do tipo diacitico estdo posicionados no mesmo nivel das
demais células da epiderme (Figura 1) e podem ser encontrados nas duas faces
foliares praticamente com o mesmo tamanho, mas em maior densidade na
superficie abaxial, o que enquadra a folha na classificacdo de hipoanfiestomatica
(Gongalves, 2001). O diametro polar dos estdmatos nas duas faces foliares nao
variou em fung¢do dos tratamentos, mas o didmetro equatorial na face abaxial foi
maior nas plantas sombreadas com tela vermelha e na face adaxial foi maior

naquelas plantas sombreadas com a tela azul (Tabela 2).

FIGURA 1. Eletromicrografia de varredura da superficie adaxial (A) sol, (B)
vermelho, (C) azul e abaxial (D) sol, (E) vermelho, (F) azul. TGP,

tricoma glandular peltado; TGC, tricoma glandular capitado; TTP,
tricoma tector pluricelular; TTU, tricoma tector unicelular. Barra

=40 pm.

A densidade estomatica foi maior nas plantas mantidas a pleno sol
(Tabela 2), corroborando os resultados encontrados para Hopea odorata, cuja
densidade estomatica foi maior com o aumento da intensidade luminosa (Lee et

al., 1997). A reducdo da densidade estomatica nos tratamentos de sombra neutra
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e filtrada, em relagdo a condig@o de pleno sol, comprova o efeito da intensidade

de luz sobre esta caracteristica (Buisson & Lee, 1993).

TABELA 2. Tamanho dos estomatos e densidade estomatica de Ocimum selloi,

em fun¢ao dos tipos de sombreamento com tela colorida.

Estomatos

Diametro (um) Densidade (estomatos.mm™)

Tratamento Abaxial Adaxial
Abaxial Adaxial
Polar Equatorial Polar Equatorial

Sol 28,13+0,49"  17,22+0,5°  29,98+0,27°  17,99+0,26"  283,84+18,22"  123,02+6,35"
Vermelho 28,87+0,63"  19,14+0,48"  30,56+0,56"  17,84+0,28"  232,38+6,72°  105,33+5,28%
Azul 28,47+0,42°  18,71x0,4®  31,08+0,37*  19,53+0,19" 201,82£11,21>  99,71+4,97°
CV (%) 8,02 10,86 6,14 5,88 17,10 16,10

Meédias dos tratamentos (+EP), seguidas de mesma letra na coluna, nio diferem

entre si, pelo teste Tukey a P<0,05 (n=20).

O numero de cloroplastos por célula do parénquima paligadico ¢ o seu
tamanho foram significativamente maiores nos tratamentos sombreados (Tabela
3). A exposigdo a luz vermelha e vermelha distante, durante o crescimento ¢ o
desenvolvimento foliar, influencia significativamente o desenvolvimento dos
cloroplastos para garantir uma sobrevivéncia mais eficiente das plantas
(Kasperbauer & Hamilton, 1984), além da quantidade de luz azul presente
também estar correlacionada com o numero de cloroplastos (Schuerger et al,
1997).

Observou-se maior numero de grios de amido nos cloroplastos das
plantas mantidas a pleno sol e sombreadas com tela vermelha, mas o seu

tamanho ndo variou entre os tratamentos (Tabela 3).
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TABELA 3. Numero ¢ tamanho de cloroplastos por célula do parénquima
pali¢adico e graos de amido por cloroplasto de Ocimum selloi,

em funcdo dos tipos de sombreamento com tela colorida.

Tratamento Cloroplastos Amido
Numero Area (nm?) Numero Area (nm?)
Sol 11,40+0,98° 4,68+0,12° 1,6+0,16" 1,18+0,08"
Vermelho 15,90+1,12° 6,49+0,43* 1,5+0,16* 1,09+0,21*
Azul 18,20+0,96° 7,06+0,512 0,8+0,20° 1,10+0,29*
CV (%) 21,34 17,22 43,16 49,99

Meédias dos tratamentos (£EP), seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem

entre si, pelo teste Tukey a P<0,05 (n=10).

Os cloroplastos das folhas que recebem luz vermelha possuem mais e
maiores graos de amido (Leong et al., 1985) do que as folhas submetidas a luz
vermelha distante (Kasperbauer & Hamilton, 1984).

Tricomas glandulares peltados e capitados foram observados nas duas
faces foliares, enquanto a ocorréncia de tricomas tectores unicelulares e
pluricelulares foi verificada apenas na face adaxial da folha (Figura 1). Em todos
os tratamentos, a densidade de tricomas glandulares peltados é maior na
superficie adaxial, mas os tricomas capitados estdo quase sempre em maior
numero na face abaxial, exceto no tratamento com sombreamento azul, em que ¢é
praticamente igual. Na condicdo de pleno sol, a presenga dos dois tipos de
tricomas glandulares nas duas faces foliares foi significativamente maior (Tabela
4).

Os tricomas podem apresentar um valor adaptativo para muitos
propositos, entre eles o balango energético pela diminui¢do da absorcdo de

radiag@o de ondas curtas para manter a folha mais fresca (Gutschick, 1999).
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TABELA 4. Densidade de tricomas tectores ¢ glandulares nas duas superficies
foliares de Ocimum selloi, em fungdo dos tipos de sombreamento
com tela colorida. TGP, tricoma glandular peltado; TGP, tricoma
glandular capitado; TTP, tricoma tector pluricelular; TTU,

tricoma tector unicelular.

Densidade de tricomas (tricomas.mm™)

Abaxial Adaxial
Tratamento TGP TGC TGP TGC TTP TTU
Sol 15,12£1,25°  24,43+1,82°  22,79+1,05 17,30£1,93' 823+1,39* 162,00+10,57°
Vermelho 5,75+1,19° 18,95+1,69™  15,95+£1,05°  10,71£1,49°  5,77+1,32*  103,25+5,69"
Azul 9,61+1,25° 18,14+1,26°  14,83+2,08°  19,50+1,68"  8,78+1,92*  138,93+5,12°
CV (%) 47,01 30,32 32,03 41,87 80,15 21,67

Médias dos tratamentos (+EP), seguidas de mesma letra na coluna, nao diferem

entre si, pelo teste Tukey a P<0,05 (n=15).

4. CONCLUSOES

As alteragdes encontradas na espessura foliar, na densidade de estomatos
e nos tricomas podem ser atribuidas, principalmente, ao fator intensidade de luz,
enquanto que o numero de cloroplastos ¢ de grdos de amido pode ter sido

influenciado pela qualidade da radiagdo incidente (razdo A:V).
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1. RESUMO

O sombreamento com telas coloridas aperfeicoa a utilizacdo da radiag@o solar
através da filtracdo seletiva da luz modificando a qualidade da radiagdo natural
incidente. O uso destas telas visa principalmente otimizar algumas respostas
fisiologicas desejaveis na planta, que podem ser variaveis em funcdo de cada
espécie. O objetivo neste trabalho foi verificar o efeito do sombreamento de
Ocimum selloi com telas coloridas sobre a densidade de tricomas, rendimento e
composi¢do do 6leo essencial. Plantas de elixir-paregorico foram cultivadas por
90 dias em vasos distribuidos inteiramente ao acaso sob trés tratamentos de
sombreamento com tela colorida do tipo Cromatinet (50%) vermelha, azul e
pleno sol (sem tela). Observou-se maior densidade dos tricomas glandulares na
condi¢do de pleno sol. Nao houve efeito dos tratamentos sobre o teor de 6leo
essencial, mas o maior rendimento foi obtido nas plantas cultivadas a pleno sol,
em fungdo do maior acumulo de biomassa seca das folhas. A composicao
quimica do 6leo essencial foi sensivel a qualidade da luz incidente, sendo que o
maior teor de metil-chavicol foi obtido a pleno sol.

Palavras-chave: Ocimum selloi Benth., Lamiaceae, planta medicinal,telas
coloridas, qualidade da luz, composicao do 6leo essencial, metil chavicol
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2. ABSTRACT

Leaf, trichomes, yield and composition of the essential oil of Ocimum selloi
Benth. cultivated under colored netting. Shading with coloured plastic netting
modifies the quality of natural radiation by selective filtration and may be
employed as a means of manipulating physiological responses in plants. The
objective of the present work was to determine the effects of coloured shading
on the density of glandular and tectorial trichomes, and on the yield, productivity
and composition of the essential oil of Ocimum selloi Benth. Plants were
cultivated for 90 days under full sunlight or under ChromatiNet® 50% red or
blue netting. The highest density of glandular trichomes was observed in plants
that had received full sunlight. None of the light treatments altered the yield of
essential oil, although productivity was higher in plants grown under full
sunlight by virtue of the greater leaf biomass that accumulated under such
conditions. The compositions of the essential oils varied according to the quality
of light. Whilst the qualitative profiles of the oils of plants grown under full
sunlight or red shading were similar, that obtained from plants grown under blue
shading presented a larger number of constituents. The highest level of methyl
chavicol, the major component of the essential oil, was observed in plants grown
under full sunlight.

Key Word Index. Ocimum selloi Benth.; Lamiaceae; medicinal plant; coloured
netting; light quality; essential oil composition; methyl chavicol

3. INTRODUCAO

Ocimum selloi Benth. ¢ um subarbusto perene, nativo das regides Sul e
Sudeste do Brasil, conhecido popularmente como elixir-paregorico,
alfavaquinha ou atroveran. A espécie possui largo uso popular como
antidiarréico, antiespasmodico e antiinflamatério (Lorenzi & Matos, 2003), acdo
comprovada como repelente de insetos (Paula et al., 2003), além de ser uma
fonte potencial de estragol e metileugenol (Martins et al., 1997).

Os Oleos essenciais s3o substancias volateis extraidas de plantas
aromadticas, constituindo matéria-prima de grande importancia para as industrias

cosmética, farmacéutica e alimenticia. Presentes em diferentes partes das plantas
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(folhas, flores, madeiras, ramos, galhos, frutos, rizomas), sdo compostos
formados por vérias substincias quimicas - como alcoois, aldeidos, ésteres,
fenois e hidrocarbonetos - havendo sempre a prevaléncia de uma ou duas delas,
que assim irdo caracterizar os aromas. S3o sintetizados e armazenados em
diferentes estruturas secretoras especializadas, tais como: tricomas, células
parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas lisigenas ou
esquizolisigenas (Simdes & Spitzer, 2000). Em Ocimum selloi, os oleos
essenciais s3o armazenados em tricomas glandulares (Gongalves, 2001).

As plantas podem detectar alteragdes no balanco espectral do ambiente e
fazer ajustes fisiologicos e morfoldgicos por meio dos fitocromos (Li et al.,
2000), promovendo adaptacdes necessarias a sobrevivéncia em diferentes
ambientes (Kasperbauer & Hamilton, 1984). Apesar da confirmagdo dos efeitos
da qualidade espectral sobre as plantas, as respostas sd0 muito varidveis em
fungdo das espécies (Kim et al., 2004), portanto, a utilizacao efetiva de filtros
espectrais como reguladores do crescimento de plantas depende do
conhecimento de quais faixas do espectro estdo envolvidas nas respostas de
crescimento de cada planta (Mcmahon & Kelly, 1995).

A manipulagdo da qualidade espectral pode ser obtida pela utilizagdo de
fontes de luz colorida artificial suplementar (Brown et al., 1995), filmes
plasticos coloridos (Oyaert et al., 1999), filtros espectrais (Rajapakse et al.,
1992) ou o revestimento do solo com coberturas plasticas coloridas reflexivas
(Loughrin & Kasperbauer, 2001; Loughrin & Kasperbauer, 2003). Uma nova
técnica utiliza telas plasticas coloridas com propriedades oOticas variadas que sdo
capazes de modificar a intensidade e a qualidade da luz solar transmitida (Oren-
Shamir et al., 2001). Além de oferecer a protecdo fisica normal contra radiagao
excessiva, pragas e desequilibrios ambientais, o uso dessas telas objetiva,
principalmente, otimizar algumas respostas fisioldgicas desejaveis na planta

(Shahak et al., 2004a; Shahak et al., 2004b).
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A quantidade ¢ a composicdo do 6leo essencial de uma planta medicinal
podem variar em funcdo do estadio de desenvolvimento da planta, dos tratos
culturais adotados, das condigdes de cultivo e do proprio ambiente. Algumas
rotas metabdlicas de compostos secundarios podem acompanhar as respostas
morfogenéticas das plantas tratadas com luz (Macedo et al., 2004). Apesar disso,
estudos voltados para a influéncia da qualidade da luz no crescimento das
plantas medicinais e producdo de metabolitos secundarios sdo recentes
(Loughrin & Kasperbauer, 2001; Loughrin & Kasperbauer, 2003; Macedo et al.,
2004; Ioannidis et al, 2002; Reshef, 2001; Schuerger, 1997; Van Hinsbergn &
Van Tienderen, 1997).

Com a realizacdo deste trabalho objetivou-se verificar o efeito do
sombreamento com telas coloridas sobre a densidade de tricomas foliares, teor,

rendimento e composi¢do quimica do dleo essencial de Ocimum selloi.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.Cultivo das plantas

O ensaio foi conduzido na Universidade Federal de Lavras (UFLA),
entre os meses de novembro de 2005 e janeiro de 2006. Sementes de O. selloi
(deposito herbario ESAL n° 7474 identificado por U.P. Albuquerque) foram
plantadas em bandejas de poliestireno expandido de 72 células, preenchidas com
substrato comercial Plantmax® e mantidas em casa de vegeta¢io sob nebulizagio
intermitente por 60 dias. As mudas foram transplantadas para vasos de 10 litros
preenchidos com um substrato de mistura terrico, esterco curtido bovino e areia,
na propor¢do de 5:3:2 e submetidas aos tratamentos de sombreamento com tela

colorida ChromatiNet® vermelha, azul e pleno sol (sem tela).
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4.2.Caracteristicas espectrais das telas coloridas

As duas telas coloridas (ChromatiNet® 50%; Polysack Industrias, Leme,
SP, Brasil) possuem espectros de transmitancia distintos na faixa visivel com
densidade da malha de 50% de sombreamento na regido da radiacdo
fotossinteticamente ativa.

O espectro tipico da tela azul apresenta uma banda principal de
transmitancia na regido do azul-verde (400-540 nm), enquanto a tela vermelha
possui maior transmitancia além de 590 nm (Oren-Shamir et al., 2001). A razdo
vermelho:vermelho distante (V:VD), principal fator regulatério das reacoes
mediadas pelos fitocromos, ndo ¢ muito alterada pelas telas coloridas. O fator de
diferenciagcdo mais importante entre as telas € a razdo azul:vermelho (A:V), que
¢ maior sob a tela azul e menor sob a tela vermelha (Shahak et al., 2004b).

A intensidade média de radiagdo em cada tratamento foi medida por
meio de um Sensor Li-Cor LI-185A, as 13 horas, obtendo-se os seguintes
valores: pleno sol = 1500 pmol.m™.s™, tela vermelha = 690 umol.m™s™” e tela

azul = 650 pmol.m™>.s™".

4.3. Anatomia foliar

Apdés 90 dias de cultivo, foi colhida uma folha completamente
expandida do segundo nd abaixo da inflorescéncia do ramo central de dez
plantas diferentes de cada tratamento, das quais foram obtidas amostras da
regido mediana do limbo foliar. Para as analises em microscopia eletronica de
varredura (MEV), as amostras foram fixadas primeiramente em solugdo fixativa
Karnovsky modificada (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampao
cacodilato de sédio 0,05M, pH 7,2, CaCl, 0,001M), lavadas em tampao
cacodilato e pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1%. Em seguida, o material foi
desidratado em série acetdnica progressiva, secado em aparelho de ponto critico

Balzers CPD 030, fixado em suportes de aluminio (stubs) com fita de carbono
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dupla face e recoberto com ouro metalico sob alto vacuo em evaporador Balzers
SCD 050. As duas faces da folha foram examinadas e eletromicrografadas em
microscopio eletronico de varredura LEO Evo 40 VP, em que foi avaliada a

densidade de tricomas tectores e glandulares.

4.4.0leo essencial

O oleo essencial das folhas foi extraido pelo processo de hidrodestilagao
em aparelho de Clevenger modificado, utilizando-se 40g de massa seca de
folhas, em 500 mL de 4gua destilada, por 90 minutos. Em seguida, realizou-se
uma particdo liquido-liquido, em funil de separacdo, no qual foi adicionado
diclorometano ao hidrolato para a separagdo do 6leo. A fragdo organica obtida
adicionou-se sulfato de magnésio anidro em excesso para retirar possiveis
residuos de umidade. Apds um periodo em repouso, a solugdo foi filtrada e
armazenada & temperatura ambiente em frascos de vidro escuro parcialmente
tampados, para permitir a evaporagdo do restante do solvente. As caracteristicas
avaliadas para a produgdo de oleo essencial foram o teor e o rendimento na
biomassa seca das folhas (BSF). O teor de 6leo foi obtido diretamente como
porcentagem (g.100 g BSF) e o rendimento de 6leo foi calculado por meio do

teor multiplicado pelo valor médio de BSF da planta (g. planta™).

4.5.Cromatografia gasosa
A andlise da composi¢do quimica do oleo essencial foi realizada no
Laboratorio de Cromatografia do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sergipe, por meio de uma amostra composta pela reunido dos 6leos
essenciais das seis repeti¢coes de cada tratamento. As amostras de 6leo foram
analisadas por cromatografia gasosa, utilizando-se aparelho Shimadzu 17 A,
equipado com detector de ionizacdo de chama (FID) e também por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), em
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aparelho Shimadzu QPS5050A. As condigdes cromatograficas, em ambas as
analises, foram coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria DB-5SMS
(30 m x 0,2 mm x 0,25um de espessura de filme); He nas analises por CG-EM
como gas de arraste com fluxo de 1,2 mL/min. A temperatura foi programada
mantendo-se 50°C por 1,5 minutos, aumentando para 200°C, a 4° C/min, entdo
aquecendo para 300°C, a 10° C/min e mantendo-se esta temperatura constante
por 10 minutos. As temperaturas do injetor ¢ do detector foram de 250°C e
280°C, respectivamente; o volume de injegao foi 0,2 uL solucdo em etil acetato,
com velocidade de arraste de 1,5 mL/min. As condi¢des do EM foram detector
de captura idnica operando por impacto eletronico e energia de impacto de 70
eV. A velocidade de varredura foi de 0,5 scan/seg de 40 a 550 m/z. Cada
componente foi identificado por meio da comparagdo do seu espectro de massas
com espectros existentes na literatura (Adams, 1995) e pela comparacao
computadorizada do espectro de massa com o banco de dados da biblioteca
NIST (Stein, 2005) e outros espectros de massa publicados (Van Den Dool &
Kratz, 1963). Os indices de retencdo de Kovats (IK) foram determinados
utilizando-se curva de calibragdo de uma série de n-alcanos (Cs-C,g) injetados
nas mesmas condi¢des cromatograficas das amostras. A concentragdo dos
constituintes foi calculada por meio da area integral de seus respectivos picos,
relacionada com a area total de todos os constituintes da amostra, obtida pela
analise utilizando cromatografo a gas com detector de ionizacdo de chamas

(FID).

4.6. Analise estatistica
O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado,
com sete repeticdoes e duas plantas por parcela. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de varidncia e comparacdo de médias por meio do teste

Tukey, a 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Influéncia da luz na densidade dos tricomas foliares

Na familia Lamiaceae sdo encontrados, basicamente, dois tipos de
tricomas glandulares constituidos por uma célula basal, um pedunculo curto e
uma cabega grande formada por seis a oito células, no caso dos tricomas
peltados, ou uma cabeca pequena formada por uma a duas células, no caso dos
tricomas capitados (Svoboda & Svoboda, 2000). Ocimum selloi possui tricomas
peltados com quatro células na cabecga e tricomas capitados com duas células no
apice, localizados em depressoes na epiderme (Gongalves, 2001; Martins,1998).

Tricomas glandulares peltados e capitados foram observados nas duas
faces foliares, enquanto a ocorréncia de tricomas tectores unicelulares e
pluricelulares foi verificada apenas na face adaxial da folha (Figura 1). Em todos
os tratamentos, a densidade de tricomas glandulares peltados foi maior na face
adaxial, mas os tricomas capitados foram observados quase sempre em maior
nimero na face abaxial, exceto no tratamento com tela azul, em que ¢
praticamente igual (Tabela 1). Além disso, na face adaxial, foram observados
poucos tricomas tectores pluricelulares, cuja densidade ndo variou em fungdo
dos tratamentos ¢ um maior nimero de tricomas tectores unicelulares na
condicdo de pleno sol e sombreamento com tela azul (Tabela 1).

Os tricomas glandulares peltados, possivelmente os maiores
responsaveis pela produgdo de 6leo essencial em O. selloi, foram influenciados
pela intensidade da luz incidente, tendo sido encontrados em maior quantidade
nas duas faces foliares, na condigdo de pleno sol.

Tricomas podem apresentar valor adaptativo para muitos propositos,
entre eles, o balango energético pela diminuicdo da absor¢do de radiagdo de

ondas curtas para manter a temperatura da folha mais baixa (Gutschick, 1999).
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FIGURA 1. Eletromicrografias de varredura da superficie adaxial (A) sol, (C)

vermelho e (E) azul e da superficie abaxial (B) sol, (D) vermelho
e (F) azul em folhas de Ocimum selloi, em fungdo dos tipos de
sombreamento com tela colorida. (TTP = tricoma tector
pluricelular; TTU = tricoma tector unicelular; TGP = tricoma
glandular peltado; TGP = tricoma glandular capitado). Barra = 40

um.
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Ha escassez de informagdes a respeito dos efeitos da luz sobre os
tricomas, mas sabe-se que a radiagdo UV-B (280-320 nm) ndo influencia o
nimero de glandulas, nem a composi¢do quantitativa ou qualitativa dos 6leos
essenciais, mas parece que ha um requerimento desta faixa de radiagdo para o

enchimento dos tricomas glandulares (Ioannidis et al., 2002).

TABELA 1. Densidade de tricomas tectores ¢ glandulares nas duas superficies
foliares de Ocimum selloi, em fun¢do dos tipos de sombreamento
com tela colorida. (TGP = tricoma glandular peltado; TGC =
tricoma glandular capitado; TTP = tricoma tector pluricelular;

TTU = tricoma tector unicelular).

Tratamento Sol Vermelho Azul
Abaxial

TGP 15,12+1,25 5,75+1,19° 9,61+1,25°

TGC 24,43+1,82° 18,95+1,69% 18,14+1,26°
Adaxial

TGP 22,79+1,05 15,95+1,05° 14,83+2,08°

TGC 17,30+1,93° 10,71+1,49° 19,50+1,68°

TTP 8,23+1,39° 5,77+1,32 8,78+1,92°

TTU 162,00+10,57° 103,25+5,69° 138,93+5,12°

Meédias dos tratamentos (£EP), seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem

entre si, pelo teste Tukey, a P<0,05 (n=15).

5.2.Influéncia da luz na composi¢do do é6leo essencial
Nao houve efeito dos tratamentos sobre o teor de oleo essencial (Tabela
2), da mesma forma que estudos anteriores com diferentes intensidades de

radiagdo solar também ndo alteraram o teor de 6leo de O. selloi (Gongalves et
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al., 2003). A maior densidade de tricomas glandulares peltados a pleno sol ndo
refletiu em maior potencial de produgdo de dleo essencial pela planta, uma vez
que fatores externos, como alta temperatura ou baixa umidade relativa do ar,
podem romper a cuticula dos tricomas, promovendo maiores perdas de secregido
(Ascensdo et al., 1995).

O rendimento de 6leo essencial é fun¢do de sua concentracao no tecido e
da produgdo de biomassa vegetal. Nas condi¢gdes experimentais, foi observada
diferenca no rendimento de 6leo entre os tratamentos, tendo o maior valor sido
obtido nas plantas cultivadas a pleno sol, em fun¢do do maior acimulo de
biomassa seca das folhas de O. selloi nesta condi¢do (Tabela 2). Os
sombreamentos com tela colorida limitaram sensivelmente o rendimento de 6leo
essencial, reduzindo em até 28% o seu valor sob a tela vermelha e 64% sob a

tela azul, relacionado diretamente com as alteragdes observadas na massa seca.

TABELA 2. Biomassa seca foliar (BSF), teor e rendimento médio de o6leo
essencial de Ocimum selloi, em fung¢do dos tipos de

sombreamento com tela colorida.

Tratamento Sol Vermelho  Azul CV (%)
BSF (g) 24,86 £0,6° 19,52 +0,4° 11,2440.8° 11,10
Teor (g.100 g BSF) 1,08 £0,09* 0,95 +0,07* 0,85 +0,07" 19,71
Rendiemnto (g. planta™) 0,25 £0,02* 0,18 £0,01° 0,09 £0,01° 21,18

Meédias dos tratamentos (£EP), seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem

entre si, pelo teste Tukey, a P<0,05 (n=6).

Plantas mantidas sob luz vermelha requerem uma radiacdo suplementar,
especialmente no espectro do azul para o seu crescimento e desenvolvimento

normais (Brown et al., 1995). A menor produg¢do de biomassa seca total de
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plantas cultivadas sob filme plastico azul pode ser o resultado de um decréscimo
na taxa de assimilagdo de CO, (Oyaert et al., 1999). A luz azul ou a interagdo do
azul com outros comprimentos de onda sdo fatores criticos na determinacdo da
resposta fotomorfogénica das plantas (Brown et al., 1995; Rajapakse et al.,
1992). Pesquisas de cultivo de Ocimum basilicum com revestimento do solo por
coberturas plasticas coloridas confirmam que a cor da luz refletida pode afetar o
tamanho e o aroma das folhas e a concentragdo de fenodis soluveis (Loughrin &
Kasperbauer, 2001; Loughrin & Kasperbauer, 2003). Comparando-se o efeito de
telas neutras (preta, aluminet) e coloridas (amarela, pérola e vermelha) no
cultivo de O. basilicum, constata-se que os maiores rendimentos foram obtidos
sob a tela vermelha (Reshef, 2001). Apesar disso, considerando-se que
parametros de producdo, como quantidade de biomassa seca, sdo influenciados
principalmente pela intensidade de luz (Stuefer & Huber, 1998), pode-se
concluir que, neste trabalho, a maior intensidade luminosa na condi¢do de pleno
sol foi o fator mais importante para o incremento no rendimento de oleo
essencial.

Quanto a sua composi¢do quimica, trés acessos de O. selloi ja foram
descritos, sendo o primeiro rico em metil-chavicol, o segundo em metil-eugenol
(Martins et al., 1997) e o terceiro em anetol (Moraes et al., 2002), constituindo
diferentes quimiotipos. O componente majoritario encontrado no 6leo essencial
das folhas de O. selloi neste trabalho foi o metil-chavicol (estragol),
concordando com a primeira descri¢do (Martins et al., 1997), estando sempre em
elevadas proporg¢des, com teor acima de 86%.

Houve influéncia da qualidade espectral da luz sobre a composi¢ao
quimica do 6leo essencial de O. selloi (Tabela 3), corroborando com estudos
anteriores com O. basilicum (Loughrin & Kasperbauer, 2001; Loughrin &
Kasperbauer, 2003). A maior concentragdo de metil-chavicol foi obtida na

condi¢do de pleno sol (93,24%), seguida por um relativo decréscimo nas telas
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vermelha e azul. A analise do 6leo resultou na identificagdo de 13 compostos,
cuja presenga variou entre os tratamentos. A composi¢do quimica do o6leo
essencial nas plantas a pleno sol e sob tela vermelha apresentou similaridade,
com exce¢do do espatulenol que esteve ausente no 6leo das plantas sob tela
vermelha. Por outro lado, sob tela azul, o 6leo essencial apresentou numero
maior de constituintes quimicos, possivelmente pela interferéncia da maior razdo

azul:vermelho neste ambiente (Tabela 3).

TABELA 3. Porcentagem da area relativa dos picos correspondentes dos
principais constituintes quimicos do 6leo essencial de Ocimum
selloi, em fun¢do dos tipos de sombreamento com tela colorida.

(IK = indice de Kovats).

Sol Vermelho Azul

Composto IK _
Area relativa (%)
Metil-chavicol 1198 93,24 87,56 86,15
o-copaeno 1375 - - 0,22
Metil eugenol 1397 0,62 1,12 1,11
B-cariofileno 1418 2,22 2,37 2,01
a-trans-bergamoteno 1432 - - 0,33
o-humuleno 1454 - - 0,17
Germacreno-D 1480 1,33 3,50 2,91
Biciclogermacreno 1494 1,21 4,38 3,26
B-bisaboleno 1506 - - 0,20
y-cadineno 1517 - - 0,33
Germacreno B 1558 - - 0,05
p-metoxi-cinamaldeido 1567 - - 0,15
Espatulenol 1575 1,27 - 1,79
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O decréscimo no teor de metil-chavicol nas plantas sombreadas foi
acompanhado por um incremento nos teores de germacreno-D e
biciclogermacreno, em comparagdo com a condig¢do de pleno sol, sugerindo uma
resposta de defesa quimica da planta em condi¢des de qualidade de luz menos

favoraveis ao seu desenvolvimento.

6. CONCLUSOES

Foi verificada a interferéncia da intensidade ¢ da qualidade espectral da
luz sobre a densidade de tricomas foliares, o rendimento e a composi¢do quimica
do 6leo essencial de Ocimum selloi, reafirmando a importante influéncia do

meio ambiente sobre a producdo de metabdlitos secundarios.
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1. RESUMO

As caracteristicas genéticas e ambientais, o sistema de cultivo e o processamento
das plantas medicinais sdo fatores importantes para a determinacéo da qualidade
final do produto. Entre esses fatores, estd o armazenamento, sobre o qual ha
poucas informagdes a respeito da conservagdo de plantas medicinais. Este
trabalho teve como objetivo estudar o efeito do tempo de armazenamento sobre
o rendimento e a composi¢do quimica do 6leo essencial na biomassa seca de
folhas inteiras e moidas de Ocimum selloi. O experimento constou de dois
tratamentos de fragmentagdo (folha inteira e moida) e cinco tempos de
armazenamento (0, 3, 6, 9 ¢ 12 meses). A biomassa seca foi embalada em
saquinhos de polipropileno lacrados e armazenada em local seco e escuro. O
oleo essencial foi extraido pelo processo de hidrodestilagdo em aparelho tipo
Clevenger modificado e sua composicdo quimica foi analisada por
cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama (FID) acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM). Ocorreu reducdo acentuada no rendimento
de 6leo essencial da biomassa seca armazenada de folhas inteiras e moidas, ao
longo de um ano de armazenamento, mas o rendimento obtido a partir de folhas
inteiras foi significativamente superior ao das folhas moidas. De forma geral,
durante todo o periodo avaliado, o metil-chavicol, composto majoritario, esteve
presente com um maior teor nas folhas inteiras do que nas folhas moidas,
apresentando comportamento de decréscimo ao longo do tempo de
armazenamento. O tipo de fragmentagdo e o tempo de armazenamento
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interferem decisivamente no rendimento ¢ na composi¢do do 6leo essencial de
O. selloi.

Palavras-chave: Ocimum selloi Benth., planta medicinal, pds-colheita, 6leo
essencial, metil-chavicol.

2. ABSTRACT

Variation of Ocimum selloi Benth. essential oil yield and chemical
composition in whole and powdered leaves under storage conditions.
Besides the genetic and environmental characteristics, the cultivation and
processing systems of the medicinal plants are also important factors for the best
quality of the product. Among these factors it is the storage, on which are few
information about the medicinal plants conservation. The objective of this work
is to study the effect of time of storage and fragmentation conditions of dry
biomass on the essential oil yield and composition of Ocimum selloi. The
experiment consisted of two fragmentation treatments (whole and powdered
leaves) and five times of storage (0, 3, 6, 9 and 12 months). The biomass dry
weight was packed in plastic sealed bags and stored in dry and dark place. The
essential oil was extracted by Clevenger’s modified apparatus and the chemical
analyses were carried out using a GC/MS/FID. An accentuated reduction was
observed in the essential oil yield of the two fragmentation treatments along one
year of storage, but the essential oil yield of the whole leaves was significantly
superior to the powdered leaves. During the studied period, the main component,
methyl-chavicol, was usually present in a larger content in the whole leaves than
in the powdered leaves, but showing a reduction along the time of storage. The
fragmentation type and the time of storage interfere decisively in the essential oil
yield and composition of O. selloi.

Key-words: Ocimum selloi Benth., medicinal plant, post harvest, essential oil,
metil-chavicol.

3. INTRODUCAO

Ocimum selloi Benth. (Lamiaceae) ¢ uma espécie nativa das regides Sul
e Sudeste do Brasil, encontrada em estado silvestre ou cultivada em hortas e
quintais residenciais, conhecida popularmente como elixir-paregorico,

alfavaquinha ou atroveran (Lorenzi & Matos, 2003). Popularmente, ¢ usada
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como antidiarréico, antiespasmodico e antiinflamatorio, além de apresentar
atividade como repelente de insetos ja comprovada cientificamente (Paula et al.,
2003).

Para a obtencdo de um produto final de excelente qualidade a partir de
plantas medicinais, diversos fatores sdo importantes. Entre eles, identificar a
espécie, colher o orgdo vegetal correto no estdgio de crescimento adequado,
oferecer condi¢des Otimas de cultivo (solo, luz, dgua e temperatura), secar e
armazenar o produto sob temperatura ¢ condi¢des que evitem a redugdo dos
teores de fitoquimicos e utilizar a técnica de extracdo mais apropriada (Tanko et
al., 2005). O beneficiamento das plantas medicinais varia de acordo com a forma
de comercializagdo, entretanto, a grande maioria é vendida na forma desidratada,
tornando o processo de secagem fundamental para a qualidade final do produto.
A secagem visa impedir a deterioracdo do material por meio da reducdo do teor
de agua, atuando negativamente na acdo das enzimas pela desidratagdo. A
redug@o do teor de umidade também faz com que a atividade das enzimas seja
diminuida, prevenindo a perda de qualidade das plantas quanto mais
rapidamente for realizada (Martins et al., 1995). Para prevenir a deterioragdo do
produto durante o periodo de armazenamento, deve-se controlar a umidade ¢ a
temperatura do ar, bem como o ataque de insetos, roedores € microrganismos
(Tanko et al., 2005).

Apesar de ser evidente que o periodo de armazenagem deve ser 0 menor
possivel para reduzir ao maximo as perdas de principios ativos, ha escassez de
informagdes a respeito do prazo maximo de conservagdo de plantas medicinais
secas. Por isso, ¢ importante que se conheca bem o comportamento de cada
espécie durante a fase de armazenamento (Martins et al., 1995). Até mesmo na
América do Norte, a vida de prateleira de drogas vegetais parece ser arbitraria.
Falta a realizagdo de testes de estabilidade em lotes individualizados de material

vegetal, como ja ¢é feito com pilulas e outros medicamentos alopaticos. Como os
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medicamentos a base de plantas sdo produzidos em grandes quantidades e
devem ser transportados para distribui¢do, ndo se sabe ha quanto tempo estas
plantas ja estavam estocadas e, portanto, quio efetivo sera o tratamento (Griggs
etal., 2001).

As perdas de principios ativos que ocorrem apos a colheita se devem a
varias razdes, dentre elas, a degradacdo por processos metabolicos, hidrdlise,
degradacdo pela luz, enzimatica, oxida¢do, fermentagdo, calor e contaminacao
microbiologica (Silva et al., 1999). Apesar disso, a maior parte dos trabalhos de
conservagdo pos-colheita com plantas medicinais estuda apenas os tipos de
embalagens e a qualidade microbioldgica do material armazenado (Silva et al.,
1999; Costa et al.,, 1999a; Costa et al., 1999b) sem, contudo, verificar as
possiveis variagdes no teor de principios ativos remanescentes na matéria seca.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do tempo de
armazenamento sobre a variacdo quantitativa e qualitativa do oleo essencial

presente na biomassa seca de folhas inteiras e moidas de O. selloi.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.Localizaciao
O trabalho foi conduzido no Horto de Plantas Medicinais do
Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA) em Lavras, municipio situado na regido Sul do estado de Minas Gerais,

a 918,87 m de altitude, latitude 21°14' S e longitude 45°00'".

4.2.Cultivo das plantas
Sementes de Ocimum selloi Benth), (depdsito herbario ESAL n°® 7474
determinado por P. Albuquerque) foram plantadas em bandejas de poliestireno
expandido de 72 células, preenchidas com substrato comercial Plantmax® e

mantidas em casa de vegetacdo sob nebulizagdo intermitente por 60 dias. As
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mudas foram transplantadas para o campo em terreno previamente arado e
adubado com 0,5 L de esterco bovino curtido por cova em espagamento 0,6 x
0,6 m. Nos primeiros meses de estabelecimento, foi mantida irriga¢do diaria e

capinas freqiientes foram realizadas conforme a necessidade.

4.3.Beneficiamento e armazenamento

Apo6s 150 dias, 144 plantas foram colhidas as 8 horas da manha, para
secagem das folhas em estufa com circulacdo de ar forgcada a 35°C, até peso
constante, constituindo uma amostra composta.

O experimento constou de dois tratamentos de fragmentacdo (folha
inteira ¢ moida em moinho de facas utilizando tamis com malha de 20 mesh) e
cinco tempos de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 meses). A biomassa seca inteira
e moida foi embalada individualmente em saquinhos de polipropileno lacrados
contendo 40 gramas de material e armazenada em local seco e escuro com

temperatura média de 25°C.

4.4.Extracao e quantificacdo do dleo essencial

Para a avaliagdo do rendimento de 6leo essencial nos diferentes tempos
de armazenamento, o oleo foi extraido pelo processo de hidrodestilagio em
aparelho tipo Clevenger modificado com 40g de massa seca, baldo de fundo
redondo de 1000 mL contendo 500 mL de agua destilada, por 90 minutos. Em
seguida, realizou-se particdo liquido-liquido, em funil de separacdo, ao qual foi
adicionado diclorometano ao hidrolato para a extragio do Oleo. A fragdo
organica obtida adicionou-se sulfato de magnésio anidro em excesso para retirar
possiveis residuos de umidade. O sal foi removido por filtragdo simples e o
filtrado foi mantido a temperatura ambiente sob capela de exaustao de gases em

vidros escuros tampados com papel aluminio perfurado para permitir a
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evaporacdo do restante do solvente. Em seguida, foram determinadas as massas

dos 6leos obtidos para calculo do rendimento (g kg™ biomassa seca).

4.5.Analise quimica do dleo essencial

A andlise da composi¢do quimica do o6leo essencial foi realizada no
Laboratorio de Cromatografia do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sergipe, por meio de uma amostra composta pela reunido dos 6leos
essenciais das seis repeti¢coes de cada tratamento. As amostras de 6leo foram
analisadas por cromatografia gasosa, utilizando-se aparelho Shimadzu 17 A
equipado com detector de ionizagdo de chama (FID) e também por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), usando
aparelho Shimadzu QP5050A. As condigdes cromatograficas, em ambas as
analises, foram coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria DB-5MS
(30 m x 0,2 mm x 0,25um de espessura de filme). Nas analises por CG-EM, foi
utilizado He como gas de arraste com fluxo de 1,2 mL/min. A temperatura foi
programada mantendo-se 50°C por 1,5 min, aumentando-se para 200°C a
4°C/min, entdo aquecendo-se para 300°C, a 10° C/min e mantendo-se esta
temperatura constante por 10 minutos. As temperaturas do injetor e do detector
foram de 250°C e 280°C, respectivamente ¢ o volume de injegdo foi 0,2 uL de
solucdo em acetato de etila, com velocidade de arraste de 1,5 mL/min. As
condi¢des do EM foram detector de captura ionica operando por impacto
eletronico e energia de impacto de 70 eV. A velocidade de varredura foi de 0,5
scan/seg de 40 a 550 m/z. Cada componente foi identificado por meio da
comparacdao do seu espectro de massas com espectros existentes na literatura
(Adams, 1995) e pela comparagao computadorizada do espectro de massas com
o banco de dados da biblioteca on-line NIST (Stein, 2005) e outros espectros de
massas publicados (Van Den Dool & Kratz, 1963). Os indices de retengdo de

Kovats (IK) foram determinados utilizando-se curva de calibragdo de uma série
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de n-alcanos (Cs-Cig) injetados nas mesmas condigdes cromatograficas das
amostras. A concentragdo reltiva dos constituintes foi calculada por meio da area
integral de seus respectivos picos, relacionada com a area total de todos os
constituintes da amostra, obtida pela analise utilizando cromatografo a gas com

detector de ionizacdo de chamas (FID).

4.6. Analise estatistica
O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado,
com quatro repetigdes. Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica
utilizando-se comparagdo de médias por meio do teste F, a 5% de probabilidade
para o tipo de fragmentacdo e andlise de regressdo, para o tempo de

armazenamento.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento de 6leo essencial obtido a partir de folhas inteiras foi
significativamente superior ao obtido das folhas na forma de p6, com média de
13,15 e 9,88 gkg', respectivamente (Figura 1). Estudos realizados com
Cymbopogon citratus apresentaram resultado oposto, com maior rendimento de
oleo essencial obtido na biomassa seca reduzida a pd, quando comparada aos
fragmentos maiores (Costa et al., 2005). Este comportamento pode ser explicado
pela diferente localizag@o histologica das estruturas secretoras. Em C. citratus
sdo células oleiferas internas, enquanto em O. selloi os tricomas glandulares que
sdo externos, permanecem mais preservados nas folhas inteiras, garantindo
maior rendimento de 6leo nesta condi¢do. Além disso, considerando-se o tempo
de armazenamento, a biomassa seca na forma de pd possui maior superficie de
exposicdo, permitindo maior perda dos dleos essenciais, seja por oxidagdo ou

volatilizagao.
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FIGURA 1. Rendimento e porcentagem de perda de 6leo essencial da biomassa
seca de folhas de Ocimum selloi, inteiras e moidas, em fung¢do do

tempo de armazenamento.

O rendimento de o6leo essencial apresentou resposta quadratica em
relacdo ao tempo de armazenamento, sendo observada redugdo acentuada no
periodo avaliado. Quatro meses de armazenamento da biomassa seca na forma
inteira e moida foram suficientes para reduzir em cerca de 50% o rendimento de
oleo essencial. Apds um ano, as perdas no rendimento atingiram 87,5%, para as
folhas inteiras e 93,8%, para as folhas moidas (Figura 1). Resultados similares
foram registrados para Tanacetum partenium, em que o tempo de
armazenamento (120 dias) teve um efeito significativo na reducdo do teor de
partenolideos de folhas secas inteiras e moidas (Tanko et al., 2003).

A analise qualitativa do oleo essencial de O. selloi revelou que o
componente majoritario foi o metil-chavicol (estragol), cujo teor até os trés
meses de armazenamento nos dois tratamentos ndo foi reduzido de maneira
significativa, mantendo-se acima de 80% (Tabela 1). Estudos anteriores

descreveram a presenga de trés quimiotipos desta espécie (Martins et al., 1997;
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Moraes et al., 2002), dos quais um apresenta similaridade quimica com a espécie
em estudo.

De forma geral, durante todo o periodo avaliado, o metil-chavicol esteve
presente com um maior teor e relativa estabilidade quimica nas folhas inteiras do
que nas folhas moidas, apresentando comportamento de decréscimo ao longo do
tempo de armazenamento. A forma de conservagdo da planta medicinal pode
afetar a estabilidade quimica dos metabolitos secundarios presentes (Gutterman
& Chauser-Volfson, 2006). Entretanto, no tempo zero de armazenamento, a
biomassa seca moida apresentou maior teor de metil-chavicol do que as folhas
inteiras, sendo extraido isoladamente nesta condicdo (Tabela 1). Resposta
semelhante foi observada em Cymbopogon citratus, cujo conteudo do composto
majoritario citral também foi maior na biomassa seca em forma de pd em
relacdo aos fragmentos maiores (Costa et al., 2005).

Ao final de um ano, observou-se redugdo do teor de metil-chavicol, na
massa seca armazenada, de 92,7% na folha inteira e de 98,4% na folha em po.
Simultaneamente ao declinio do teor de metil-chavicol, houve aumento nos
teores de metil-eugenol, B-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno, f-
bisaboleno, espatulenol e o 6xido de cariofileno, presentes no 6leo essencial de
O. selloi, ao longo do tempo de armazenamento devido a possiveis degradagdes,
ciclizagGes ou oxidagdes ocorridas (Figura 2). No entanto, o teor total destes
componentes apresentou apenas uma pequena variagdo durante o tempo de

armazenamento (Tabela 1).

140



vl

TABELA 1. Porcentagem de area relativa dos picos correspondentes aos principais constituintes quimicos do 6leo

essencial da biomassa seca de folhas de Ocimum selloi, inteiras e moidas, em fun¢do do tempo de

armazenamento. (IK = indice de Kovats).

Tempo armazenamento (meses)

Teor (%)
Constituinte Inteira Po

IK 0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Metil-chavicol 1198 93,98 92,50 76,57 6428 7,22 97,89 81,41 61,25 28,81 1,59
Metil-eugenol 1397 0,35 0,67 1,84 2,17 5,3 - 1,09 233 5,06 4,68
B-cariofileno 1418 - 1,80 4,02 598 11,01 - 336 551 10,58 6,54
Germacreno D 1480 - 1,58 486 7,14 18,50 - 340 577 11,29 897
Biciclogermacreno 1494 - 1,86 6,39 9,68 28,39 - 3,85 6,44 13,51 11,83
B-bisaboleno 1506 0,15 0,31 0,87 1,31 3,95 - 0,85 1,71 4,19 4,15
Espatulenol 1575 0,99 0,80 1,96 291 10,61 - 2,22 574 1497 3292
Oxido de cariofileno 1581 0,94 - 028 037 1,41 - 0,29 1,25 2,67 6,20
TOTAL 96,41 99,52 96,79 93,84 86,39 97,89 96,47 90,00 91,08 76,88
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FIGURA 2. Estruturas moleculares dos principais compostos quimicos presentes

no 6leo essencial da biomassa seca de folhas de Ocimum selloi.

O metil-chavicol foi o principal constituinte do 6leo essencial até o nono
més de armazenamento, apresentando queda acentuada aos doze meses, quando
foi substituido pelo biciclogermacreno, na folha inteira e pelo espatulenol, na
folha moida (Tabela 1). Aos 9 meses de armazenamento, também foi possivel
observar redugdo mais pronunciada no teor de metil-chavicol da biomassa seca
das folhas moidas em comparacdo com as folhas inteiras, revelando ser este tipo

de fragmentacdo muito mais sensivel a degradagdo quimica.

6. CONCLUSOES

O tipo de fragmentacdo ¢ o tempo de armazenamento interferem
decisivamente no rendimento e na composi¢do do 6leo essencial de O. selloi.
Ocorreu redugdo acentuada no rendimento de 6leo essencial da biomassa seca
armazenada de folhas inteiras e moidas, ao longo de um ano de armazenamento,

mas o rendimento obtido a partir de folhas inteiras foi significativamente
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superior ao das folhas moidas. Na composi¢do quimica do o6leo também foi
observado um declinio do composto majoritario durante o tempo de
armazenamento. O maior teor de metil-chavicol foi obtido no tempo zero de

armazenamento com a biomassa seca moida, em que foi extraido isoladamente.
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1. RESUMO

Estudou-se o efeito do 6leo essencial de Ocimum selloi sobre o crescimento
micelial e a germinagdo de esporos de Alternaria alternata, Coletotrichum
gloesporioides e Crinipellis perniciosa. O 6leo foi extraido pelo processo de
hidrodestilagdo da biomassa fresca de folhas e inflorescéncias e analisado para
determinacdo da sua composi¢@o quimica. Utilizaram-se seis tratamentos de 6leo
essencial previamente solubilizado em surfactante (0, O+surfactante, 125, 250,
500 e 1000 ppm) para o teste de crescimento micelial e germinagdo dos esporos.
Todas as doses do 6leo essencial de O. selloi exerceram efeito inibitorio sobre o
crescimento micelial dos fungos testados em relagdo a testemunha, mas
principalmente sobre C. perniciosa, em que foi verificada inibi¢do total do
crescimento micelial com concentragdo inibitéria minima entre 500 e 1.000
ppm. Sobre a germinagao dos esporos, ndo foi observado efeito do 6leo essencial
sobre A. alternata, entretanto, ocorreu reducéo significativa da germinagdo dos
esporos de C. gloesporioides e C. perniciosa. O efeito fungitoxico deste 6leo
essencial foi atribuido ao seu composto majoritario metil-chavicol ou estragol.

Palavras-chave: atividade fungitéxica, 6leo essencial, controle alternativo de
doengas de plantas
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2. ABSTRACT

In vitro toxic activity evaluation of Ocimum selloi essential oil against
phytopathogenic fungus. The objective of this work was to study the effect of
Ocimum selloi essential oil on micelial growth and spores germination of
Alternaria alternata, Coletotrichum gloesporioides and Crinipellis perniciosa.
The essential oil was extracted by Clevenger’s apparatus from fresh leaves and
inflorescences and analyzed for determination of its chemical composition. Six
essential oil concentrations previously mixed with a surfactant were tested (O,
O-+surfactant, 125, 250, 500 and 1000 ppm) to evaluate fungal micelial growth
and spores germination. The results indicated that all the essential oil doses
reduced the fungal micelial growth in relation to control, but mainly on M.
perniciosa causing 100% inhibition on micelial growth with minimum inhibitory
concentration between 500 and 1000 ppm. It was not observed effect of the
essential oil on A. alternata spores germination, however, for C. gloesporioides
and C. perniciosa occurred a significant reduction of the spores germination.
The fungi toxic effect of this essential oil was attributed to its majority
component metil-chavicol or estragole.

Keywords: fungi toxic effect, essential oil, alternative plant disease control

3. INTRODUCAO

Ocimum selloi Benth., conhecida popularmente como elixir-paregorico,
atroveran ou alfavaquinha, ¢ uma espécie medicinal nativa do Brasil, encontrada
na forma silvestre ou cultivada em quintais domésticos, grande produtora de
oleo essencial, mas ainda pouco pesquisada e explorada comercialmente.

Sem duvida, os oOleos essenciais encontram sua maior aplicagdo
bioldgica como agentes antimicrobianos. Esta capacidade, presente na grande
maioria dos compostos secundarios, de certa maneira, representa uma extensao
do proprio papel que exercem nas plantas, defendendo-as de bactérias e fungos
fitopatogénicos (Janssen et al., 1987). Pesquisas realizadas com extratos brutos

ou dleos essenciais obtidos a partir de plantas aromaticas confirmam o potencial
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das mesmas no controle de diversos fitopatogenos (Amaral & Bara, 2005; Balbi-
Pena et al., 2006; Vigo-Schultz et al., 2006).

A exploragdo da atividade bioldgica de compostos secundarios presentes
no extrato bruto ou dleo essencial de plantas medicinais pode constituir mais
uma forma potencial de controle alternativo de doengas em plantas cultivadas
(Stangarlin et al., 1999). A possibilidade do uso de produtos de origem natural
que apresentam baixa toxicidade no controle de fitopatégenos se traduz em
vantagem, por ser um procedimento menos agressivo ao meio ambiente (Silva &
Bastos, 2007), além de diminuir as despesas com a importacdo de defensivos
sintéticos e oferecer maior protecao dos trabalhadores na sua utilizacao (Bastos,
1999).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito direto in
vitro de diferentes doses do 6leo essencial de O. selloi sobre a germinagdo e o
crescimento micelial de Alternaria alternata, Coletotrichum gloesporioides e

Crinipellis perniciosa.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.Localizagdo e material botanico
Este trabalho foi realizado no Laboratério de Plantas Medicinais do
Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, municipio situado na regido Sul do estado de Minas Gerais,
a 918,87 m de altitude, latitude 21°14' S e longitude 45°00'. Plantas adultas de O.
selloi em estagio reprodutivo (depdsito Herbario ESAL n° 7474), cultivadas no
Horto de Plantas Medicinais MG, foram colhidas, em setembro de 2007, para a

extragdo do 6leo essencial.
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4.2.Extracao do dleo essencial

O oleo foi extraido pelo processo de hidrodestilagdo em aparelho tipo
Clevenger graduado com 100 g de matéria fresca de folhas e inflorescéncias em
baldo de fundo redondo de 2.000 mL, contendo 1.000 mL de agua destilada, por
90 minutos. Em seguida, realizou-se uma tripla particdo liquido-liquido, em
funil de separagdo, ao qual foi adicionado diclorometano ao hidrolato para a
extragdo do 6leo. A fragdo orginica obtida adicionou-se sulfato de magnésio
anidro em excesso para retirar possiveis residuos de umidade. O sal foi
removido por filtracdo simples e o filtrado foi mantido a temperatura ambiente
sob capela de exaustdo de gases em vidros escuros tampados com papel

aluminio perfurado para permitir a evaporacao do restante do solvente.

4.3. Analise quimica do dleo essencial

A analise da composi¢do quimica do 6leo essencial foi realizada no
Laboratorio de Cromatografia do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sergipe, por meio de uma amostra composta pela reunido dos 6leos
essenciais das seis repeticoes de cada tratamento. As amostras de oleo foram
analisadas por cromatografia gasosa, utilizando-se aparelho Shimadzu 17 A
equipado com detector de ionizagdo de chama (FID) e também por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), usando
aparelho Shimadzu QPS5050A. As condigdes cromatograficas, em ambas as
analises, foram coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria DB-5SMS
(30 m x 0,2 mm x 0,25um de espessura de filme). Nas analises por CG-EM, foi
utilizado He como gés de arraste com fluxo de 1,2 mL/min. A temperatura foi
programada mantendo-se 50°C por 1,5 min, aumentando-se para 200°C a
4°C/min, entdo aquecendo-se para 300°C, a 10° C/min e mantendo-se esta
temperatura constante por 10 minutos. As temperaturas do injetor ¢ do detector

foram de 250°C e 280°C, respectivamente e o volume de inje¢ao foi 0,2 pL de
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solucdo em acetato de etila, com velocidade de arraste de 1,5 mL/min. As
condi¢des do EM foram detector de captura i6nica operando por impacto
eletronico e energia de impacto de 70 eV. A velocidade de varredura foi de 0,5
scan/seg de 40 a 550 m/z. Cada componente foi identificado por meio da
comparacdo do seu espectro de massas com espectros existentes na literatura
(Adams, 1995) e pela comparagao computadorizada do espectro de massas com
o banco de dados da biblioteca on-line NIST (Stein, 2005) e outros espectros de
massas publicados (Van Den Dool & Kratz, 1963). Os indices de retengdo de
Kovats (IK) foram determinados utilizando-se curva de calibragdo de uma série
de n-alcanos (Cs-Cg) injetados nas mesmas condi¢cdes cromatograficas das
amostras. A concentragdo relativa dos constituintes foi calculada por meio da
area integral de seus respectivos picos, relacionada com a area total de todos os
constituintes da amostra, obtida pela analise utilizando cromatégrafo a gas com

detector de ionizagdo de chamas (FID).

4.4.Isolados fiingicos
Foram utilizados isolados dos fungos Alternaria alternata (CML184),
Coletotrichum  gloesporioides (CML459) e  Crinipellis  perniciosa
(CEPLACI1188), cedidos pelo Laboratorio de Micologia do Departamento de
Fitopatologia. Para os bioensaios, estes isolados foram previamente cultivados
em meio BDA (batata-dextrose-agar) mantidos em camara de crescimento, a
25+1°C, por 7 dias, antes da sua incorporagdo sobre os meios de cultura

contendo o Oleo essencial.

4.5.Crescimento micelial
O oleo essencial previamente solubilizado em surfactante foi
homogeneizado em BDA fundente (40°C) nas seguintes doses: 0, O+surfactante,

125, 250, 500 e 1000 ppm. Apos a solidificagdo do meio, foi colocado um disco
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micelial das culturas dos fungos testados no meio das placas de Petri de 9 cm de
diametro e incubados em camara de crescimento, a 25+1°C, sob fotoperiodo de
12 horas de luz.

O crescimento do didmetro micelial correspondente a média de duas
medidas diametralmente opostas da colonia fungica foi medido a cada dois dias,
até que a testemunha ocupasse 2/3 da placa, para o calculo do indice de
crescimento micelial (ICM), em que ICM = [(C{/N)+H(Cy/Ny)+...+(C/Cy)],
sendo C;, C,, C, = crescimento micelial do fungo na primeira, segunda e ultima
avaliacdo e Ny, N, N, = nimero de dias apos a inoculagdo.

Além disso, foi calculada a porcentagem de inibi¢do por meio da
formula: % inibicdo = [(cresc. testemunha — cresc. tratamento)*100]/ cresc.
testemunha, a concentra¢do inibitoria minima (CMI), que € o intervalo entre
concentragcdes do produto testado, capaz de inibir totalmente o crescimento
micelial do fungo e o DL50, que é a concentragdo de ingredientes ativos capaz
de inibir 50% do crescimento micelial.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado

(DIC), em que cada tratamento constou de seis repeti¢des.

4.6.Germinacio dos esporos

Ao término do primeiro teste, foi avaliado o efeito inibitorio das mesmas
doses de 6leo essencial de O. selloi sobre a germinac¢do de esporos dos fungos
testados. Para tanto, utilizaram-se ldminas escavadas mantidas no interior de
placas de Petri sobre papel de filtro umedecido com agua destilada. Em cada
lamina foram depositados 100uL nas concentragdes finais do 6leo essencial e, a
seguir, colocados 30 puL da suspensdo de esporos de Alternaria alternata (22.10*
esporos mL™), Coletotrichum gloesporioides (20.10* esporos mL™) ¢ Crinipellis
perniciosa (24.10* esporos mL™). Apos 24 de horas de incubagdo a 25+1°C,

adicionaram-se gotas de lactofenol-azul de algoddo para interrupcdo e avaliacao
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microscopica da germinagdo. Foram considerados germinados todos os esporos
que apresentaram tubo germinativo, independente do seu comprimento.

O delincamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés
repetigdes, em que cada parcela consistiu de trés cavidades, em que foram
contados 200 esporos por cavidade, totalizando 600 esporos por parcela. Para a

analise estatistica, obteve-se a porcentagem de esporos germinados.

4.7. Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica para

comparac¢do de médias por meio do teste de Tukey, a 5% e andlise de regressao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as doses do 6leo essencial de Ocimum selloi exerceram efeito
inibitério sobre o crescimento micelial dos fungos testados em relagdo a
testemunha, caracterizando um efeito fungitéxico (Figuras 1 e 2). Com o
aumento da concentragdo do 0leo essencial, observou-se a inibigdo gradual do
crescimento micelial de Alternaria alternata e Coletotrichum gloesporioides
(Figuras 2 A e B), com 68,8% e 58,2 % de inibicdo do crescimento micelial,
respectivamente, na maior dose testada (Tabela 1), mas, principalmente, de
Crinipellis perniciosa, em que foi verificada inibicdo total do crescimento
micelial (Figura 2 C) com concentracao inibitoria minima observada entre 500 e
1.000 ppm e DLsy de 430 ppm (Tabela 1).

O efeito toxico dos 6leos essenciais também tem sido demonstrado sobre
outros fungos fitopatogénicos. Com o aumento da concentragdo do oOleo
essencial de Aloysia gratissima houve redug¢do das médias do ICM in vitro de

Coletotrichum gloesporioides e Fusarium oxysporum (Cardoso, 2005).
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FIGURA 1. Efeito de doses do 6leo essencial de Ocimum selloi sobre o indice
de crescimento micelial (ICM) in vitro de Alternaria alternata,

Coletotrichum gloesporioides e Crinipellis perniciosa.

Foi observada inibigdo significativa do crescimento micelial de Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum e Bipolaris sorokiniana, na dose de 500 ppm de
6leo essencial de trés espécies de Eucalyptus (Salgado et al., 2003). Verificou-se
inibicdo do crescimento micelial de Crinipellis perniciosa proporcional a
concentragdo do o6leo essencial de Piper aduncum, promovendo 100% de
inibi¢do no crescimento € na germinagdo dos esporos, nas concentragdes de 50 e
100 ppm, respectivamente (Bastos, 1999). Ja os 6leos essenciais de P. callosum,
P. marginatum var. anisatum e P. enckea também apresentaram acdo
fungitdxica significativa contra Crinipellis perniciosa, Phytophthora palmivora
e P. capsici (Silva & Bastos, 2007).
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FIGURA 2. Efeito de doses do 6leo essencial de Ocimum selloi sobre o
crescimento micelial de Alternaria alternata (A), Coletotrichum
gloesporioides (B) e Crinipellis perniciosa (C). Doses: 0 ppm (1),

0 ppm + Surfactante (2), 125 ppm (3), 250 ppm (4), 500 ppm (5),
1000 ppm (6). Barra =5 cm.
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TABELA 1. Valores médios de percentagem de inibi¢do do crescimento
micelial de Alternaria alternata, Coletotrichum gloesporioides ¢
Crinipellis perniciosa, causada pelo 6leo essencial de Ocimum

selloi, concentragdo minima inibitéria (CMI) e o DLs,.

Concentragoes (ppm)
Fungo CMI DL
125 250 500 1000

Alternaria alternata 12 2% 356 688 >1000 707,98

Coletotrichum gloesporioides 1,8 64 23,9 582 >1000 943,15

Crinipellis perniciosa -7,0 -3,8 100,0 1000 1588(') 430,00

Com relacdo a germina¢do dos esporos, observou-se que houve
interacdo entre os fungos e as doses de 6leo essencial testadas. O incremento das
concentracdes de oOleo essencial ndo afetou a germinagdo de esporos de
Alternaria alternata, entretanto, reduziu significativamente a germinagdo dos
esporos de Coletotrichum gloesporioides em 93,1% e Crinipellis perniciosa em
87,1% (Figura 3). Os oleos essenciais de Piper dilatatum, P. callosum e P.
marginatum var. anisatum também ja foram testados sobre Crinipellis
perniciosa, sendo capazes de causar total inibi¢do na germinagdo dos
basididporos nas concentragdes de 0,4 pL mL", 0,5 pL mL! e 0,5 pL mL",
respectivamente (Silva & Bastos, 2007). A inibi¢do total na germinacdo de
esporos de Coletotrichum lagenarium foi obtida com a utilizagdo de extrato
aquoso autoclavado de Eucalyptus citriodora, na concentragdo de 20% (Bonaldo
et al., 2004). Os 6leos essenciais de Corymbia citriodora, Cymbopogon nardus,
Azadirachta indica e Thymus vulgaris, nas concentragdes de 1%, 0,5%, 1% e
0,3%, respectivamente, inibiram 100% da germinag@o dos urediniosporos de

Phakospora pachyrhizi (Medice et al., 2007).
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FIGURA 3. Efeito de doses do oleo essencial de Ocimum selloi sobre a
germinagdo de Alternaria alternata, Coletotrichum gloesporioides

e Crinipellis perniciosa.

A andlise quimica do o6leo essencial revelou a presenca de quatro
compostos, que foram identificados como B-cariofileno (0,81%), y-muuroleno
(0,93%), biciclogermacreno (1,20%) e o composto majoritario metil chavicol ou
estragol (96,36%), o qual, devido a sua alta concentracdo, possivelmente pode

ser atribuido ao efeito fungitoxico do 6leo essencial sobre os fungos testados.

6. CONCLUSOES

O Oleo essencial de O. selloi apresentou atividade fungitoxica

diferenciada para os trés fitopatégenos testados, com maior eficiéncia sobre

155



Crinipellis perniciosa, fitopatogeno causador da vassoura-de-bruxa do
cacaueiro, constituindo, portanto, mais uma fonte bioldgica potencial para o

controle desta enfermidade.
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-NOTA CIENTIFICA-

1. ABSTRACT

Pseudocercospora ocimicola leaf spot on Ocimum selloi
Ocimum selloi is reported for the first time as a host of Pseudocercospora
ocimicola.

Ocimum selloi Benth. ¢ uma espécie medicinal da familia Lamiaceae,
conhecida popularmente como alfavaquinha, atroveran ou elixir-paregorico. Na
medicina caseira, ¢ empregada para o controle de gases intestinais, gastrites,
vOmitos, tosses, bronquites, gripes, febres e resfriados (Lorenzi & Matos, 2002).
Resultados preliminares confirmaram a sua atividade antiespasmodica,
analgésica, antiinflamatdria (Vanderlinde et al., 1994a;b) e o seu efeito como
repelente contra mosquitos (Paula et al., 2003). Folhas amarelas com manchas
foliares foram observadas em plantas de O. selloi cultivadas no Horto de Plantas
Medicinais da Universidade Federal de Lavras. Os sintomas caracterizaram-se
pela presenca de lesdes foliares castanho-claras isoladas ou coalescentes,

dispersas, subcirculares, de bordos irregulares, com dimensdes variando de 3 a 5
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mm de didmetro, ocorrendo, principalmente, em folhas maduras situadas até o
terco inferior da planta (Figura 1A). Quanto as caracteristicas morfologicas do
fungo, observaram-se estromas intra-estomaticos (Figura 1E), castanhos,
cilindraceos, pseudo-parenquimaticos, irrompentes com 14-24 um de diametro;
micélio interno escasso formado de hifas inter e intracelulares; conidios
filiformes, hialinos, 5-9 septados, 97-310 x 2-3 um (Figuras 1B, C ¢ D) ¢
conidioforos subialinos, septados, geniculados, simples ou ramificados na base,
58-178 um de comprimento e 2,5-5 um de didmetro na parte mediana (Figuras
1B-E). Estas caracteristicas conferem com a descrigdo da espécie P. ocimicola
(Petr. & Cif)) Deighton que ja foi descrita sobre Ocimum sp. (Brasil),
Marsypianthes chamaedrys (Vahl) Kuntze (Brasil), O. americanum L.
(Myanmar), O. basilicum L. (China, Taiwan), O. gratissimum L. (Cuba), O.
sanctum L. (Cuba, Myanmar) (Braun & Freire, 2002), O. kilimandscharicum
Giirke e O. micranthum Willd., em outros paises, como Republica Dominicana,
Fiji, india, Nova Zelandia, Taiwan e Vanuatu (Crous & Braun, 2003). O
comprimento dos conidios em O. selloi excede aquele apresentado por Deighton

(1976). Este ¢ o primeiro relato de P. ocimicola em O. selloi.
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FIGURA 1. A. Folha de Ocimum selloi com sintomas de Pseudocercospora
ocimicola a esquerda e sem sintomas a direita; eletromicrografias
de varredura: B. superficie foliar evidenciando célula conidiogénica
(cabeca de seta) e conidios (seta); C. conidios; fotomicrografias: D.

conidios e E. conidioforos.
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