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RESUMO GERAL

ROSAL, Louise Ferreira. Producao de biomassa, éleo essencial e
caracteristicas fisiologicas e anatomicas foliares de Plectranthus neochilus
Schlechter em fun¢io da adubacio orginica, malhas coloridas e idade das
plantas. 2008. 123 p. Tese (Doutorado em Fitotecnia) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. "

A espécie Plectranthus neochilus Schlechter é uma planta herbacea, perene,
ramificada, muito aromatica, conhecida também como boldo pequeno, boldo
cheiroso, boldo rasteiro ou boldo gamba. Possui folhas pequenas quase
triangulares, dispostas compactamente, pouco amargas, de odor forte e
inflorescéncia racemosa de coloragdo violeta. Suas folhas sdo utilizadas para o
tratamento de insuficiéncia hepatica, dispepsia e dores no estdmago. O objetivo
na presente pesquisa foi avaliar a produgdo de biomassa e 6leo essencial e as
alteragdes anatOomicas foliares da espécie em fungdo da luz (intensidade e
qualidade), adubagdo organica (tipos e niveis de adubos) e idade da planta. No
experimento de avaliagdo de idades da planta e condi¢des de cultivo, o teor de
o0leo essencial de boldo rasteiro foi influenciado pelo estadio de
desenvolvimento da planta. A composi¢do quimica do 6leo volatil foi afetada
pelo ambiente de cultivo em que as plantas se encontravam. As fontes de adubo
organico testadas promoveram diferencas em relagdo a produgdo de biomassa,
distribuicdo dos fotoassimilados, rendimento e composi¢cdo do 6leo essencial,
mas nao modificou o teor de 6leo. Os niveis de adubo orgénico alteraram a
producdo de biomassa e o rendimento do 6leo essencial, ndo modificando o teor
do o6leo. O crescimento, desenvolvimento e rendimento de 6leo volatil das
plantas foi influenciado pela luz azul. O sombreamento favoreceu a produgdo de
6leo essencial e é mais proeminente sob luz azul. As plantas de P. neochilus
apresentaram alta plasticidade fenotipica quanto a anatomia foliar sob as
condigdes de cultivo utilizadas. O teor de 6leo essencial foi maior nos ambientes
que promoveram sombreamento. A composi¢do quimica do dleo essencial varia
em fung¢do do fornecimento de luz.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador).



GENERAL ABSTRACT

ROSAL, Louise Ferreira. Biomass production, essential oil and physiological
and anatomical foliar characteristics of Plectranthus neochilus Schlechter in
function of organic manure, color shading nets and plants age. 2008. 123 p.
(Doctorate in Agronomy/Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brazil. *

Plectranthus neochilus Schlechter species is a herbaceous, perennial, branched,
aromatic plant, also known as small “boldo”, aromatic “boldo”. It got small
leaves almost triangular compactedly arranged not too bitter and with strong
smell and inflorescence type racemose with violet color. Its leaves are used for
hepatic insufficiency and stomach aches. The purpose of this work was to
evaluate the biomass production, essential oil yield and composition and also
anatomical changes of the species in function of light (intensity and quality),
organic manure (types and doses) and plant age. In the experiment plants age
evaluation and culture conditions the essential oil contents of “boldo” was
influenced by the plant development stage. The chemical composition of
essential oil was affected by the culture environment. The organic manure tested
promoted differences related to biomass production, biomass distribution, yield
and composition essential oil but did not modify the oil content. Organic manure
contents altered biomass production and essential oil yield, but do not alter the
oil content. The plants growth, development and volatile oil yield was
influenced by the blue light. Plectranthus neochilus plants showed high
phenotypical plasticity related to foliar anatomy under the cultured conditions
used. Essential oil content was higher on the places that provide shading.
Essential oil chemical composition changed in the function of light supplying.

* Major Professor: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA.

il



CAPITULO1



1 INTRODUCAO GERAL

O género Plectranthus abrange mais de 350 espécies e pertence a
familia Lamiaceae (Lukhoba et al., 2006). Dentre os individuos que compdem
esse género, destaca-se a espécie Plectranthus neochilus Schlechter, que ¢ uma
planta herbacea, perene, ramificada, aromatica, conhecida também como boldo
pequeno, boldo cheiroso, boldo rasteiro ou boldo gamba (Lorenzi & Matos,
2002). Suas folhas sdo utilizadas popularmente para o tratamento de
insuficiéncia hepatica, dispepsia e dores no estomago (Vendruscolo & Mentz,
2006; Duarte & Lopes, 2007).

Apds verificar que na literatura as informagdes sobre essa espécie sdo
escassas, ¢ como se trata de uma planta utilizada para fins medicinais, o estudo
sistematizado das técnicas empregadas no cultivo de plantas medicinais vai ao
encontro da caréncia de informagdes sobre a espécie Plectranthus neochilus.

Sabe-se que sdo varios os fatores que devem ser levados em consideragdo
quando pretende-se avaliar a produtividade do material vegetal e o rendimento
do composto quimico de interesse. Um dos fatores que interferem,
sobremaneira, na sintetizacdo de metabdlitos secundarios ¢ a idade da planta,
uma vez que enzimas, horménios e outros compostos sdo produzidos,
degradados e/ou reelaborados para expressar respostas bioldgicas, que sao
caracteristicas de cada uma das fases em que a planta se encontra (Ming, 1996).

Simdes & Spitzer (2003) acrescentam que o ambiente no qual o vegetal se
desenvolve e o tipo de cultivo t€ém grande influéncia sobre a composi¢ao
quimica dos o6leos essenciais. O cultivo de plantas medicinais e aromaticas ¢,
predominantemente, baseado na utilizacdo de adubos organicos como fonte de
nutrientes (Corréa Junior et al., 2006). Ademais, esses fertilizantes atuam nas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, melhorando o ambiente
edafico. Portanto, agindo conjuntamente, esses inumeros atributos conferidos

aos adubos orgénicos levam a crer que promovam aumento da produtividade das



plantas e até redug@o nos custos globais com adubacdo (Rodrigues & Sumioka,
2003).

Outro fator que desempenha papel relevante no controle dos processos
associados ao metabolismo geral das plantas é a luz, que influencia direta ou
indiretamente o crescimento, desenvolvimento e producdo de compostos
quimicos das plantas, causando alteragdes morfofisioldogicas em plantas
cultivadas sob diferentes niveis e qualidades de luz (Vilela & Ravetta, 2000;
Valio, 2001).

Para atingir o objetivo de avaliar a influéncia dos fatores fitotécnicos na
producdo de biomassa, de 6leos essenciais e na anatomia foliar de plantas de
Plectranthus neochilus Schlechter, a presente pesquisa dividiu-se em cinco
experimentos, cujos resultados sao apresentados na forma de capitulos.

No capitulo 1 é abordada uma breve revisdo bibliografica que abrange a
caracterizacdo da espécie Plectranthus neochilus Schlechter e os tdpicos
mencionados nos capitulos subseqiientes.

O capitulo 2 refere-se a influéncia da idade das plantas e de diferentes
ambientes de cultivo no teor ¢ na composi¢do do o6leo essencial de boldo
pequeno.

O capitulo 3 descreve os efeitos de diferentes fontes de adubos
organicos em plantas de boldo pequeno cultivadas em ambiente protegido sobre
a produgdo de biomassa, teor, rendimento ¢ qualidade de 6leo essencial.

No capitulo 4 avaliou-se a producdo de dleo essencial e biomassa de
boldo pequeno cultivado no campo e adubado com niveis crescentes de esterco
bovino.

No capitulo 5 foram estudadas caracteristicas fisiologicas e rendimento
de oOleo essencial de boldo pequeno cultivado sob malhas fotoconversoras

(Chromatinet®).



Por fim, o capitulo 6 tratou das respostas apresentadas pelas plantas de
boldo pequeno cultivadas sob malhas fotoconversoras (Chromatinet”) sobre a
avaliacdo das caracteristicas anatomicas foliares, teor e composicdo do o6leo

essencial.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producio de plantas medicinais

O valor das plantas medicinais, aromadticas e condimentares &
determinado pelos compostos quimicos especiais elaborados por elas, que sdo
chamados de principios ativos. H4 diversos fatores que influenciam na
elaboragdo dos principios ativos, como os de ordem genética que sdo
transmitidos de geracdo em geracdo. Essa constituigdo genética ¢ diferente para
cada espécie, podendo, também, haver variedades com composi¢cdo quimica
diferente. Ha os fatores externos, como temperatura, dgua, vento, solo, altitude e
latitude, que também interferem de maneira significativa na elaboragdo dos
principios ativos (Corréa Junior et al., 2006).

A qualidade das plantas medicinais e aromaticas é obtida durante todo o
processo produtivo, desde a identificacdo botanica, escolha do material vegetal,
época e local de plantio, tratos culturais, determinacdo da época e cuidados na
colheita, de modo a garantir o0 maximo de integridade das propriedades
terapéuticas que essas espécies possuem (Marchese & Figueira, 2005).

Segundo Corréa Junior et al. (2006), os fatores técnicos também
merecem destaque. A forma de plantio, os tratos culturais e os aspectos
fitossanitarios determinam o estado geral de desenvolvimento da planta e,
conseqiientemente, sua maior ou menor produtividade. Os recursos fitotécnicos
utilizados durante o processo de produgdo de plantas medicinais podem ser
caracterizados como fontes de estimulo para a producdo de metabolitos

secundarios, que por certas vezes sdo capazes de causar estresse cujo efeito pode



ser favoravel ou ndo no que se refere ao acimulo das substancias de interesse.
Nesse contexto, o estresse pode estar relacionado ao excesso ou déficit de algum
fator de produgdo para o vegetal. Assim, uma vez que o vegetal possui
capacidade genética para produzir principios ativos, a concentragdo pode ser
alterada por fatores bidticos e abidticos do meio ambiente onde se encontra
(Rodrigues, 2007).

Verifica-se que o estudo sistematizado de todas as etapas pertinentes ao
cultivo de plantas medicinais e aromaticas ¢ de inestimavel importancia, visto
que um fator ou mais podem determinar a qualidade final do produto.
Entretanto, Blank et al. (2006) citam que pesquisas com plantas medicinais
ainda estdo voltadas, preferencialmente, para o conhecimento de espécies que
produzem fitofarmacos desejados, ignorando-se 0s processos genéticos,
ambientais e fitotécnicos que influenciam a produg¢do desses compostos

quimicos.

2.2 Caracterizacio do género Plectranthus e da espécie Plectranthus
neochilus Schlechter

O género Plectranthus abrange mais de 350 espécies e pertence a
familia Lamiaceae. Essa familia tem sido intensivamente estudada devido a
ampla diversidade de usos etnobotanicos (Lukhoba et al., 2006) ¢ a grande
ocorréncia de plantas utilizadas para fins medicinais onde, em muitas delas,
verifica-se a producdo de 6leos essenciais (Ascensdo et al., 1999).

O nome do género ¢ de origem grega: “plectron” significa espora e
“anthos” significa flor. A nomenclatura reporta uma estrutura que lembra uma
espora encontrada na base das pétalas das flores (Super Floral Retailing, 2007).

Diversas espécies de Plectranthus, por serem aromaticas e por
apresentarem uma beleza consideravel, s3o cultivadas como ornamentais

(Ascensao et al., 1999). P. amboinicus, P. barbatus, P. grandis e P. neochilus



sdo comumente chamadas de boldo devido ao sabor amargo similar ao
verdadeiro boldo ou boldo-do-chile (Peumus boldus) (Schipper, 1999).

A espécie Plectranthus neochilus Schlechter (Figura 1) ¢ uma planta
herbacea, perene, ramificada, aromatica, conhecida também como boldo
pequeno, boldo cheiroso, boldo rasteiro ou boldo gambé. Possui folhas
pequenas, quase triangulares, dispostas compactamente, pouco amargas e de
odor forte e inflorescéncia racemosa de coloragdo violeta (Lorenzi & Matos,
2002; Couto, 2006; Vendruscolo & Mentz, 2006. A sua propagacdo ¢ feita por
estacas e pode ser plantada em qualquer época do ano (Couto, 2006). Suas
folhas sdo utilizadas para o tratamento de insuficiéncia hepatica, dispepsia e

dores no estdmago (Vendruscolo & Mentz, 2006; Duarte & Lopes, 2007).

FIGURA 1 Aspecto visual de uma planta florida de Plectranthus neochilus
Schlechter. UFLA, Lavras, MG, 2008.



2.3 Oleos essenciais

Os vegetais tém grande flexibilidade quimiossintética para produzir
micromoléculas, como as que compdem as misturas quimicas complexas que
sd0 os Oleos essenciais. Esses, por sua vez, podem conter 100 ou mais
constituintes organicos individuais, pertencentes as mais diversas classes de
compostos. Entretanto, os terpenos e os fenilpropenos derivados da rota
metabolica do acido mevaldnico e do acido chiquimico, respectivamente, sdo as
classes mais comumente encontradas (Waterman, 1993). Plantas ricas em 6leos
volateis sdo abundantes em angiospermas eudicotiledoneas grupo basal, tais
como as familias Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae,
Piperaceae, Rutaceae, entre outras (Simoes & Spitzer, 2003).

Os oleos essenciais sdo substincias produzidas pelo metabolismo
secundario em pequenas quantidades em relag@o as substincias produzidas pelo
metabolismo primario, sendo responsaveis por fungdes nem sempre bem
definidas. Difundem-se com facilidade a partir da evaporagdo, constituindo
verdadeiro elo entre a fonte produtora e o meio ambiente. Apesar de terem sido
considerados por muito tempo mero desvio de funcdes vitais da planta, os 6leos
essenciais sdo fundamentais para a inter-relagdo dos organismos, promovendo,
assim, o equilibrio entre os reinos vegetal e animal (Craveiro, 1981). Também
denominados 6leos etéreos ou esséncias, sdo misturas complexas e apresentam
as caracteristicas de volatilidade e baixa massa molecular, normalmente sendo
liquidos de aparéncia oleosa, odoriferos, soluveis em solventes organicos e com
solubilidade limitada em agua (Simdes & Spitzer, 2003).

Monoterpenos (Cjo) e sesquiterpenos (C;s) volateis de forma ciclica e
aciclica sd3o os componentes predominantes nos 6leos essenciais. As esséncias
possuem, geralmente, odor caracteristico e auxiliam nas interagdes entre plantas,
plantas/insetos e outros organismos, estando esses componentes presentes em

quantidades variadas em diversos 6rgdos vegetais. Sio comumente encontrados



nas folhas e flores, em cavidades especializadas denominadas canais secretores e
tricomas glandulares (Harbone, 1987). Nas espécies de género Plectranthus
foram relatados monoterpenoides, sesquiterpendides, diterpendides € compostos

fenolicos (Lukhoba et al., 2006).

2.4 Idade da planta

O metabolismo secundario das plantas ¢ altamente influenciado por
diversos fatores, como microclima, nutrigdo mineral, genética, relagdes
ecologicas, sazonalidade, estadio de desenvolvimento e outros, ressaltando-se
que as minimas alteragdes ocorridas em um deles podem ocasionar grandes
mudangas na qualidade das plantas produzidas (OMS, 2002).

Os principios ativos ndo se distribuem de maneira uniforme nos
vegetais, concentrando-se em orgdos preferenciais, de acordo com a espécie.
Também ndo apresentam uma concentracdo uniforme durante o ciclo vegetativo
(Pinto & Bertolucci, 2002).

Fatores fisiologicos interferem intensamente na producdo de Oleo
essencial. Variaveis como idade da planta e ciclo fenologico sdo determinantes
na quantidade e qualidade dos compostos quimicos vegetais, uma vez que
enzimas, hormoénios e outros compostos sdo produzidos, degradados e/ou
reelaborados para expressar respostas fisiologicas que sdo caracteristicas de cada
uma dessas fases (Ming, 1996). De acordo com Sacramento (2001), a planta ndo
se comporta da mesma maneira durante todo o ano, sofrendo alteragdes e, com
isso0, a concentracao dos principios ativos varia.

As espécies medicinais, no que se refere a producao de substancias com
atividade terapéutica, apresentam alta variabilidade. Segundo Martins et al.
(1994), a Digitalis purpurea (dedaleira), aos quatro meses apos o plantio,
apresenta 0,0014% de digitoxina (glicosideo cardioativo), enquanto que, aos oito

meses, este teor pode chegar até a 0.08% (cerca de 57 vezes maior do que o



anterior). Para Ming (1996), a idade das folhas pode determinar diferentes teores
de oleos essenciais. Singh et al. (1989) verificaram que folhas jovens de
Cymbopogon flexuosus sao geneticamente mais ativas que folhas maduras, com
relacdo a produgdo de dleos volateis.

Silva et al. (2003) estudaram a relacdo entre o estadio de
desenvolvimento e o teor de 6leo essencial em plantas de Ocimum basilicum L.
Foram realizadas duas colheitas, aos cinco e dez meses apods o plantio. Com base
nos resultados, os autores verificaram que o material vegetal utilizado para fazer
a extragdo de 6leo da segunda colheita teve produtividade 170% superior a

primeira.

2.5 Adubacio orgéinica

Um elemento fundamental a ser considerado no cultivo de plantas
medicinais € a necessidade de se associar a producao de biomassa a qualidade da
planta, enquanto matéria-prima, para a fabricagio de medicamentos
fitoterapicos. Nesse sentido, ¢ preciso almejar uma produtividade 6tima, ndo so6
de biomassa, mas também dos principios ativos que tornam a planta uma espécie
medicinal (Reis et al., 2003).

Considerando a tendéncia mundial de busca por produtos naturais e
sendo as plantas medicinais destinadas a pessoas com algum tipo de debilidade,
¢ fundamental que estejam livres de agroquimicos. Portanto, recomenda-se que o
sistema de agricultura a ser praticado na producdo de plantas medicinais deva ser
o agroecologico (Corréa Junior et al., 2006).

Com relagdo aos tratos culturais, irrigacdo e adubagdo sdo os principais
fatores que interferem no rendimento das substancias bioativas e, por
conseqiiéncia, a qualidade das plantas medicinais e aromaticas (Marchese &
Figueira, 2005). A agricultura praticada de forma organica deve ser sempre

considerada para a produgdo de plantas medicinais (Reis et al., 2003).



Os sistemas agropecuarios ddo origem a varios tipos de residuos
organicos, os quais, corretamente manejados e utilizados, revertem em
fornecedores de nutrientes para a produgdo de culturas agricolas e melhoradores
das condi¢des fisicas, quimicas e biologicas do solo (Konzen & Alvarenga,
2002). A adubagdo organica, além de fornecer nutrientes para as plantas,
proporciona melhoria da estrutura fisica do solo, aumenta a retencdo de agua,
diminui as perdas por erosdo, favorece o controle biologico devido a maior
populagdo microbiana e¢ melhora a capacidade tampdo do solo. Aumenta
também a capacidade de troca catidnica, eleva o pH e, com isso, reduz o teor de
aluminio trocavel, aumentando a disponibilidade de nutrientes (CFSEMG,
1999).

Carvalho et al. (2005) avaliaram em seus estudos o teor e rendimento de
6leo essencial em plantas de capim-santo (Cymbopogon citratus) quando
submetidas a adubag@o organica e convencional. Apos a analise dos dados,
constatou-se que ndo houve influéncia significativa dos tratamentos sobre o teor
de Oleo essencial. Porém, a variavel rendimento foi influenciada e as maiores
médias foram alcancadas em plantas cultivadas com adubo organico devido a
maior produgdo de biomassa nessas condigdes.

O rendimento de 6leo essencial é func¢do de sua concentragdo no tecido e
da produgdo de material vegetal (Oliveira Junior et al., 2005). Sangwan et al.
(2001) afirmam que a aplicagdo de fertilizantes em plantas aromaticas
normalmente afeta a produtividade de 6leos essenciais devido ao maior acimulo

de biomassa.

2.6 Caracteristicas fisiolégicas e anatémicas dos vegetais sob efeito da luz
A luz ¢ fundamental para a regulacdo de alguns processos do
desenvolvimento vegetal e as plantas possuem capacidade de se adaptar a

diferentes condi¢des luminosas. Por meio de seus fotorreceptores podem captar
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as variagdes na quantidade e qualidade de luz, adaptando seu desenvolvimento
as condigdes a que sdo expostas (Oren-Shamir et al, 2001).

Para a energia luminosa ser utilizada pelos sistemas vivos ¢ necessario
que ela seja primeiro absorvida. A substincia que absorve a luz é denominada
pigmento. Alguns pigmentos absorvem todos os comprimentos de onda da luz.
A maioria dos pigmentos, entretanto, absorve somente um determinado
comprimento de onda e transmite ou reflete os comprimentos de onda que nao
sdo absorvidos. O padrao de absorc¢ao da luz por um pigmento ¢ conhecido como
espectro de absor¢do de cada substancia (Raven et al., 2001).

As plantas desenvolveram uma série de fotorreceptores que regulam seu
crescimento e desenvolvimento em relagdo a presenca, quantidade, qualidade,
direcdo e duragdo da radiagdo luminosa incidente para aperfeicoar a captacdo de
energia proveniente da luz para a fotossintese (Morini & Muleo, 2003). Esses
fotorreceptores sao multiplos e possuem diversos alcances espectrais, que sao
capazes de absorver comprimentos de onda na regido do ultravioleta, azul,
vermelho e vermelho-distante (Larcher, 2004).

A radiacdo é percebida pelo fitocromo, o qual ativa certos genes que
conduzem o desenvolvimento e a diferenciagdo. O fitocromo ¢ um pigmento
proteico que absorve luz mais fortemente nas regides do vermelho (650-680nm)
e vermelho-distante (710-740nm), mas também absorve luz azul (Larcher,
2004). Esse pigmento detecta a relag@o entre a luz vermelha e vermelho-distante,
que codifica em sinal celular a excitacdo causada pela luz, alterando o
metabolismo celular e influenciando no desenvolvimento das plantas (Ballaré et
al., 1997).

Nesse contexto, para a luz vermelha sdo atribuidas respostas quanto ao
desenvolvimento do aparato fotossintético das plantas, por incrementar o
acumulo de amido em vérias espécies, em virtude da inibi¢do do translocamento

de fotoassimilados para fora da folha (Saebo et al., 1995). Além disso, pode a
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mesma também ser promotora de estimulos para a elongacdo do caule, para o
florescimento, mudangas na condutancia estomatica, bem como na anatomia das
plantas (Boardman, 1977). A fisiologia das plantas é bastante variavel em
resposta a luz azul e inclui fototropismo, movimentos estomaticos, inibigdo do
alongamento celular, ativagdo de genes, biossintese de pigmentos,
acompanhamento do sol pelas folhas e movimento dos cloroplastos dentro das
células (Taiz & Zeiger, 2004).

Plantas tém plasticidade morfoldgica em resposta as condicdes
ambientais em que sobrevivem (Lee et al., 2000). Nao so6 a intensidade luminosa
que chega as plantas pode promover alteragdes na anatomia foliar, mas também
se deve levar em consideracio a qualidade da luz, pois, de acordo com
Schuerger et al. (1997) e Lee et al. (2000), a variagdo espectral pode modificar a
biossintese de compostos quimicos e as estruturas anatomicas das folhas,
fazendo com que as plantas exibam um alto grau de plasticidade fisiologica e
anatomica para mudancas na qualidade da luz.

As alteragdes nas estruturas anatomicas das plantas em fungdo da luz
podem ser verificadas quando se avalia o arranjo do limbo foliar, a freqiiéncia
estomatica, o tamanho e a localizagdo dos estomatos, a densidade e os tipos de
tricomas, a espessura foliar, entre outros.

Assim, o entendimento dos fendmenos fotomorfogenéticos ¢é
fundamental para a determinagdo do ambiente capaz de promover uma
adaptacdo ideal das culturas, a fim de que se possa obter uma produtividade
maxima aliada a uma alta qualidade final do produto. E quando o cultivo visa a
producdo de plantas medicinais e aromaticas, o estudo da influéncia da luz
torna-se indispensavel, visto que a radiagdo ¢ capaz de promover alteragdes no
metabolismo primario e secundario dessas espécies, além de modificagdes na

morfologia vegetal.

12



3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASCENSAO, L.; MOTA, L.; CASTRO, M. de M. Glandular trichomes on the
leaves and flowers of Plectranthus ornatus: morphology, distribution and
histochemistry. Annals of Botany, London, v. 84, p. 437-447, 1999.

BALLARE, C. L.; SCOPEL, A. L.: SANCHEZ, R. A. Foraging for light:
photosensory ecology and agricultural implications. Plant Cell and
Environment, Oxford, v. 20, n. 6, p. 820-825, June 1997.

BLANK, A. F.; OLIVEIRA, A. S.; ARRIGONI-BLANK, M. F.; FAQUIN, V.
Efeitos da adubagdo quimica e da calagem na nutri¢cdo de melissa e hortela-
pimenta. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 24, n. 2, abr./jun. 2006.

BOARDMAN, N. K. Comparative photosynthesis of sun and shade plants.
Annual Review of Plant Physiology, Palo Alto, v. 28, p. 355-377, 1977.

CARVALHO, M. de C.; COSTA, C. P. de M.; SOUSA, I. dos S.; SILVA, R. H.
D. da; OLIVEIRA, C. L.; PAIXAO, F. J. R. da. Rendimento da produgio de
oleo essencial de capim-santo submetido a diferentes tipos de adubagdo. Revista
de Biologia e Ciéncias da Terra, v. 5, n. 2, 2005. Disponivel em:
<http://www.uepb.edu.br/eduep/rbct/>. Acesso em: 5 jan. 2008.

COMISSAO DE FERTILIDADE DO SOLO DO ESTADO DE MINAS
GERAIS. Recomendacdes para o uso de corretivos e fertilizantes em Minas
Gerais: 5" aproximacao. Vigosa, 1999. 359 p.

CORREA JUNIOR, C.; SCHEFFER, M. C.; MING, L. C. Cultivo
agroecolégico de plantas medicinais, aromaticas e condimentares. Brasilia,
DF: Ministério do Desenvolvimento Agrario, 2006. 76 p.

COUTO, M. E. O. Colegao de plantas medicinais, aromaticas e
condimentares. Brasilia, DF: Embrapa, 2006. 91 p. (Documentos
CPACT/Embrapa, 157).

CRAVEIRO, A. A. Oleos de plantas do Nordeste. Fortaleza: UFC, 1981. 210
p.

DUARTE, M. R.; LOPES, J. F. Stem and leaf anatomy of Plectranthus
neochilus Schitr., Lamiaceae. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 17, n.
4, p. 549-556, out./dez. 2007.

13



HARBONE, J. D. Chemical signals in the ecosystem. Annals of Botany,
London, v. 60, n. 4, p. 39-57, 1987. Supplement.

KONZEN, E. A.; ALVARENGA, R. C. Cultivo do milho: adubagio organica.
Sete Lagoas: Embrapa, 2002. (Comunicado Técnico).

LARCHER, W. Ecofisiologia vegetal. Sao Carlos: RIMA Artes e Textos, 2004.
531 p.

LEE, D. W.; OBERBAUER, S. F.; JOHNSON, P.; KRISHNAPILAY, B ;
MANSOR, M.; MOHAMED, H.; YAP, S. K. Effects of irradiance and spectral
quality on leaf structure an function in seedlings of two southeast asian Hopea

(Dipterocarpaceae) species. American Journal of Botany, Columbus, v. 87, n.
4, p. 447-455, Apr. 2000.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. A. Plantas medicinais do Brasil: nativas e
exoticas. Nova Odessa: Plantarum, 2002. 544 p.

LUKHOBA, C. W.; SIMMONDS, M. S. J.; PATON, A. J. Plectranthus: a
review of ethnobotanical uses. Journal of ethnopharmacol, Lausanne, v. 103,
p. 1-24, 2006.

MARCHESE, J. A.; FIGUEIRA, G. M. O uso de tecnologias pré e pos-colheita
e boas praticas agricolas na producdo de plantas medicinais e aromaticas.
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 7, n. 3, p. 86-96, 2005.

MARTINS, E. R.; CASTRO, D. M.; CASTELLANI, D. C.; DIAS, J. E. Plantas
medicinais. Vicosa: UFV, 1994. 220 p.

MING, L. C. Produc¢ao de biomassa e teor de 6leo essencial em func¢ao de
fases de desenvolvimento, calagem e adubacées mineral e orgianica em
Ageratum conyzoides L. 1996. 152 f. Tese (Doutorado em Agronomia) -
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal.

MORINI, S.; MULEO, R. Effects of light quality on micropropagation of woody
species. In: JAIN, S. M.; ISHII, K. Micropropagation of woody trees and
fruits. Dordrecht: Kluwer Academic, 2003. p. 3-35.

OLIVEIRA JUNIOR, A. C.; FAQUIN, V_; PINTO, J. E. B. P. P.; LIMA
SOBRINHO, R. R.; BERTOLUCCI, S. K. V. Teor e rendimento de 6leo
essencial no peso fresco de arnica, em fungo de calagem e adubacdo.
Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 23, n. 3, p. 735-739, 2005.

14



OREN-SHAMIR, M.; GUSSAKOVSKY, E. E.; SHPIEGEL, E.; NISSIM-
LEVIL, A.; RATNER, K.; OVADIA, R.; GILLER, Y. U. E.; SHAHAK, Y.
Coloured shade nets can improve the yield and quality of green decorative
branches of Pittosphorum variegatum. Journal of Horticultural Science
and Biotechnology, Ashford, v. 76, n. 3, p. 353-361, May 2001.

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE. Traditional medicine strategy
2002-2005. Genebra, 2002. 6 p.

PINTO, J. E. B. P.; BERTOLUCKCI, S. K. V. Cultivo e processamento de
plantas medicinais. Lavras: UFLA/FAEPE, 2002. 169 p.

RAVEN, P. H.; EVERT, R. F.; EICHHORN, S. E. Biologia vegetal. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2001. 906 p.

REIS, M. S.; MARIOT, A.; STEENBOCK, W. Diversidade e domesticacao de
plantas medicinais. In: SIMOES, C. M. O. et al. Farmacognosia: da planta ao
medicamento. 5.ed. Porto Alegre: UFRGS; Florianopolis: UFSC, 2003. p. 45-

74.

RODRIGUES, E. T.; SUMIOKA, A. T. Produgao de cara em funcdo de fontes
organicas de adubagdo. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 27, n. 4, p. 822-
828, jul./ago. 2003.

RODRIGUES, V. E. G. Etnobotinica e floristica de plantas medicinais
nativas de remanescentes de floresta estacional semidecidual na regido do
Alto do Rio Grande, MG. 2007. 149 p. Tese (Doutorado em Engenharia
Florestal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

SACRAMENTO, L. V. Reportagem ao natural. Revista ISTOE, Sio Paulo, n.
1653, p. 102, 2001.

SAEBO, A.; KREKLING, T.; APPELGREN, M. Light quality affects
photosynthesis and leaf anatomy birch plantlets in vitro. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, Dordrecht, v. 41, n. 2, p. 177-185, May 1995.

SANGWAN, N. S.; FAROOQI A. H. A.; SHABIH, F.; SANGWAN, R. S.
Regulation of essencial oil production in plants. Plant Growth Regulation,
Dordrecht, v. 34, n. 1, p. 3-21, May 2001.

SCHIPPER, L. P. Segredos e virtudes das plantas medicinais. Sdo Paulo:
Reader’s Digest Brasil, 1999. 416 p.

15



SCHUERGER, A. C.; BROWN, C. S.; STRYJEWSKI, E. C. Anatomic features
of pepper plants (Capsicum annuum L.) grown under red light-emitting diodes
supplemented with blue or far-red light. Annals of Botany, London, v. 79, n. 3,
p. 273-282, Mar. 1997.

SILVA, F. da; SANTOS, R. H. S.; DINIZ, E. R.; BARBOSA, L. C. A;
CASALIL V. W. D,; LIMA, R. R. de. Teor e composic¢do do d6leo essencial de
manjericdo (Ocimum basilicum L.) em dois horarios e duas épocas de colheita.
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 6, n. 1, p. 33-38, 2003.

SIMOES, C. M. O.; SPITZER, V. Oleos volateis. In: SIMOES, C. M. O.;
SCHENKEL, E. P.; GOSMAN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A.;
PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5.ed. Porto
Alegre: UFRGS; Florianopolis: UFSC, 2003. p. 467-496.

SINGH, N.; LUTHRA, R.; SANGWA, R. S. Effect of leaf position and age on
the essencial oil quality and quantity in lemongrass (Cymbopogon flexuosus).
Planta medica, Stuttgart, v. 35, n. 3, p. 254-256, 1989.

SUPER FLORAL RETAILING. Foliage planto of the month. 2007.
Disponivel em: <http://www.superfloralretailing.com>. Acesso em: 7 jan. 2008.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 3.ed. Porto Alegre: Artmed, 2004.
719 p.

VALIO, I. F. M. Effects of shading and removal of plants parts on growth of
Trema micrantha seedlings. Tree Physiology, Victoria, v. 21, n. 1, p. 65-70,
Jan. 2001.

VENDRUSCULO, G. S.; MENTEZ, L. A. Estudo da concordancia das citagoes
de uso e importancia das espécies e familias utilizadas como medicinais pela
comunidade do bairro Ponta Grossa, Porto Alegre, RS, Brasil. Acta Botanica
Brasilica, Porto Alegre, v. 20, n. 2, p. 367-382, 2006.

VILELA, A. E.; RAVETTA, D. A. The effect of radiation on seddling growth
and physiology in four Species of Prosopis L. (Mimosacee). Journal of Arid
Environments, London, v. 44, n. 4, p. 415-423, Apr. 2000.

WATERMAN, P. G. The chemistry of volatile oils. In: HAY, R. K. M.;
WATERMAN, P. G. (Ed.). Volatile oil crops: their biology, biochemistry and
production. Harlow: Longman Scientific, Technical, 1993. p. 47-61.

16



CAPITULO 11

TEOR E COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL DE BOLDO
PEQUENO EM FUNCAO DA IDADE DA PLANTA E
CONDICOES DE CULTIVO
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1 RESUMO

ROSAL, Louise Ferreira. Teor e composicdo do o6leo essencial de boldo
pequeno em fungdo da idade da planta e condigdes de cultivo. In: .
Produciao de biomassa, 6leo essencial e caracteristicas fisiologicas e
anatomicas foliares de Plectranthus neochilus Schlechter em funcio da
adubacao orginica, malhas coloridas e idade das plantas. 2008. Cap.2, p. 17-
34. Tese (Doutorado em Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG."

No presente trabalho com a espécie Plectranthus neochilus Schlechter buscou-se
avaliar a influéncia da idade da planta no teor de 6leo essencial e também da
diversificacdo do ambiente de cultivo na qualidade do 6leo produzido. Para
tanto, foram instalados dois experimentos. O primeiro consistiu da extragdo do
oleo essencial de plantas com diferentes estadios de desenvolvimento (60, 120,
180, 240, 300 e 360 dias apos o transplantio das mudas) cultivadas no campo e
posterior verificagdo do teor de 6leo obtido em fungdo da idade da planta. O
segundo avaliou a composi¢do quimica do o6leo volatil de individuos de boldo
pequeno em funcao de dois locais de cultivo (campo e ambiente protegido) apds
120 dias do transplantio das mudas. O teor de dleo essencial de boldo pequeno ¢
influenciado pelo estdidio de desenvolvimento da planta, aumentando
linearmente em funcao das idades avaliadas, sendo que a porcentagem de 6leo
aos 360 dias apos o transplantio (DAT) foi 189% maior que na primeira colheita
(60 DAT). A composi¢do quimica do 6leo volatil de boldo ¢ modificada pelo
ambiente de cultivo em que as plantas se encontram.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador).
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2 ABSTRACT

ROSAL, Louise Ferreira. Essential oil content and composition of small “boldo”
in function of the plant age and culture condition. In: . Biomass
production, essential oil and physiological and anatomical foliar
characteristics of Plectranthus neochilus Schlechter in function of organic
manure, color shading nets and plants age. 2008. Chap.2, p. 17-34.
(Doctorate in Agronomy/Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brazil. *

In this work with Plectranthus neochilus Schlechter specie it was evaluate the
plant age influence on the essential oil content as well as the environment
diversification culture in the quality of the yield oil. For this, two experiments
were set. The first one did the essential oil extraction from the plants in different
development stages (60, 120, 180, 240, 300 and 360 days after been
transplanted) cultured in the field and further verification of the plant age. The
second one evaluated the chemical composition of the volatile oil from small
‘boldo” in function of the cultured places (field and protected environment) after
120 days transplanted scions. Small “boldo” essential oil content is influenced
by its plant development stage, increasing linearly in function of the evaluated
ages, the oil percentage at 360 days after been transplanted (DAT) was 189%
higher than that at the first harvest at (60 DAT). The volatile oil chemical
composition is modified by the culture environment where the plants are.

* Major Professor: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA.
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3 INTRODUCAO

Espécies medicinais e aromaticas tém um carater distinto das demais que
compdem a grande diversidade da flora brasileira, pois produzem substancias
com grandes possibilidades de possuirem atividades fitoterapicas, o que as
tornam plantas diferenciadas. Dentre as espécies citadas como medicinais tem-se
a Plectranthus neochilus Schlechter, conhecida também como boldo pequeno,
boldo rasteiro ou boldo gamba (Lorenzi & Matos, 2002). E uma planta
aromatica, usada popularmente para alivio de sintomas de azia e como
estimulante da digestdo. Pode ser plantada em qualquer época do ano (Couto,
2006).

Depois de exaustivas pesquisas em busca de trabalhos feitos com esta
espécie de boldo, verificou-se que ndo ha estudos realizados até o presente
momento. Como se trata de uma espécie medicinal, a determinagdo do momento
correto da coleta do material ¢ um dos pontos mais importantes que deve-se ter
no planejamento do cultivo. Em geral, as espécies produtoras de metabdlitos
secundarios apresentam épocas especificas em que contém maior quantidade de
principio ativo no seu tecido, podendo esta variagdo ocorrer tanto no periodo de
um dia como em ¢€pocas do ano. Geralmente, essa variagdo ocorre em fungao do
estagio de desenvolvimento em que se encontra a planta (Reis et al., 2003).
Segundo Ming (1996), fatores fisiologicos interferem intensamente na produgio
de 6leos essenciais, sendo assim, a idade da planta € uma variavel determinante
na quantidade e qualidade dos compostos quimicos vegetais, uma vez que
enzimas, hormoénios e outros compostos sdo produzidos, degradados e/ou
reelaborados para expressar respostas fisiologicas que sdo caracteristicas de cada
uma das fases em que a planta se encontra.

Outro fator que afeta sobremancira o metabolismo das plantas é o
ambiente no qual estdo dispostas. Toda fisiologia vegetal é modificada quando

gendtipos idénticos sdo cultivados em condigdes ambientais diferentes, o que os
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geneticistas denominam de norma de reagdo de genoétipo (Griffiths et al., 1996).
Nesse contexto, é possivel que a modificacdo do metabolismo interfira inclusive
na composic¢do dos constituintes quimicos dos 6leos, o que pode ser considerado
uma resposta da planta aos diferentes estimulos recebidos dos ambientes
distintos.

De acordo com o que foi exposto, no presente trabalho com a espécie
Plectranthus neochilus, buscou-se avaliar a influéncia da idade da planta no teor
de oleo essencial ¢ também da diversificacdo do ambiente de cultivo na

qualidade do 6leo essencial produzido.

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Federal de Lavras.
O municipio de Lavras esta localizado na regido sul de Minas Gerais, a 918m de
altitude, latitude 21°14°S e longitude 45°00°W GRW, com duas esta¢des bem
definidas, uma fria e seca, de abril a setembro, e outra quente e umida, de
outubro a margo.

A planta-matriz da espécie Plectranthus neochilus Schlechter utilizada
para iniciar os experimentos foi devidamente identificada e incorporada sob o
numero 22858 ao Herbario ESAL, que estd vinculado ao Departamento de

Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

4.1 Preparo das mudas para a instalacido dos experimentos

O material vegetal utilizado para a producdo das mudas foi obtido no
Horto de Plantas Medicinais, UFLA. As mudas de boldo foram produzidas a
partir de estacas apicais com aproximadamente Scm de comprimento e
colocadas para enraizar em bandejas de poliestireno de 72 células, contendo o

substrato comercial Plantmax®.
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As mudas foram cultivadas em ambiente protegido com 60% de
sombreamento durante trinta dias, periodo suficiente para que todas estivessem

bem estabelecidas e enraizadas.

4.2 Idade das plantas

Para avaliar o teor de o6leo essencial durante o tempo de cultivo das
plantas de boldo pequeno, em margo de 2006 as mudas foram transplantadas e
cultivadas por um ano ap6s o plantio.

Antes de ser efetuado o transplantio foi realizada na area experimental
uma adubagio com esterco bovino curtido (10kg.m™), distribuido
uniformemente por todo o canteiro (1,20m de largura por 10m de comprimento).

O espacamento utilizado no plantio foi de 30cm entre plantas e 30 cm
entre linhas. Para o preenchimento da area experimental, foram utilizadas 132
plantas, sendo consideradas tteis as das linhas ao centro do canteiro, totalizando
60 individuos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por
seis épocas de coleta de folhas (60, 120, 180, 240, 300 ¢ 360 dias apos o
transplantio das mudas), cada uma com quatro repeti¢cdes. As folhas utilizadas
para a realizagdo da extragdo do dleo foram retiradas de plantas inteiras colhidas
aleatoriamente sempre no mesmo horario, as oito horas da manha. A irrigacdo
foi realizada até o solo atingir a capacidade de campo, trés vezes por semana. A
variavel resposta foi o teor de 6leo essencial em cada periodo.

Para a extracdo do o6leo utilizou-se o método de hidrodestilacio em
aparelho modificado de Clevenger, por Wasicky & Akisue (1969). O material
vegetal fresco fracionado (200g por repeticdo) foi colocado em baldo
volumétrico de 1.000 mL e acrescentado um volume de 700 mL de agua

destilada.
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Apds o inicio de fervura, realizou-se a destilagdo por duas horas. O
hidrolato obtido de cada hidrodestilagdo foi submetido a partigdo liquido-liquido
em funil de separacdo, com trés por¢oes de 15mL de diclorometano (cada
por¢do descansou por 20 minutos, totalizando 60 minutos por repeticdo). As
fracdes organicas de cada repeticdo foram reunidas e secas com sulfato de
magnésio anidro em excesso. O sal foi removido por filtragdo simples e o
solvente evaporado & temperatura ambiente em capela de exaustdo de gases até
alcancar massa constante, obtendo-se o 6leo essencial purificado.

Diante da massa obtida, determinou-se o teor percentual do o6leo
essencial nas folhas de Plectranthus neochilus Schlechter pela seguinte formula:
T% = massa do 6leo (g) / 200g x 100.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F

e, posteriormente, a analise de regressao.

4.3 Ambientes de cultivo

Para a avaliacdo da composi¢do do 6leo essencial do boldo pequeno em
ambientes distintos, foram comparadas plantas cultivadas em ambiente
protegido e no campo concomitantemente. Nas duas condi¢cdes de cultivo,
aplicou-se 10 kg.m™ de esterco bovino curtido. No cultivo protegido as plantas
foram dispostas em vasos de 10 litros, distribuidos em bancadas, totalizando 20
unidades. Para o campo, foram utilizadas as plantas cultivadas nas mesmas
condi¢des do experimento anterior. A irrigacdo foi realizada até o solo atingir a
capacidade de campo, trés vezes por semana.

A coleta do material vegetal para a extracdo do dleo essencial foi feita
ap6s 120 dias de cultivo (margo a julho de 2006) e constou de quatro repetigdes
de 200g de folhas frescas colhidas aleatoriamente sempre no mesmo horario, as
oito horas da manha. O periodo de conducdo do experimento baseou-se no fato

de que plantas cultivadas em vaso podem ter seu crescimento limitado devido a
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menor area disponivel para expansio do sistema radicular, reduzindo-se assim o
tempo de permanéncia nessas condigdes.

O procedimento de extragdo do oOleo essencial seguiu a mesma
metodologia descrita no experimento anterior.

As amostras obtidas nos tratamentos foram encaminhadas para o
Laboratorio de Quimica Organica da Universidade Federal de Sergipe, onde
foram realizadas analises quimicas, visando identificar os compostos presentes,
por meio de cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrometro quadrupolar de
massas CG-EM, Shimadzu QP5050A (Kyoto, Japao). Foram empregadas as
seguintes condigdes: coluna CBP-5 (Shimadzu) preenchida em coluna capilar de
silica (30m comprimento x 0,25mm diametro interno x 0,25um de espessura do
filme, composto de fenilmetilpolisiloxano 5%) conectada a um detector
quadrupolo operando em energia de impacto a 70eV com intervalo de massa
entre 40-400 u, & razdo de 0,5 scans s™'; gas: He (1 mL s'l); injetor e temperatura
de interface a 220°C e 240°C, respectivamente, com razdo de fluxo 1:20. O
volume de injegdo foi de 0,2ul. (20% em CH,Cl,) em fluxo e temperatura de
60°C e 246°C, com aumento de 3°C min’, apos 10°C min” para 270°C,
mantendo-se a temperatura final por 5 minutos. A identificagdo dos constituintes
foi realizada por comparagdo, automatica e manual, dos espectros de massas
obtidos com os das bibliotecas do National Institute of Standards And
Technology - NIST/EPA/NHI (1998), por comparagdo dos espectros de massas
¢ indices de retengdo (IR) com os da literatura (Adams, 2001). Os IR foram
calculados a partir da co-inje¢gdo com uma mistura de hidrocarbonetos, C8—C32
(Sigma, EUA) e com a aplicagdo da equagdo de Dool & Kratz (1963).

As concentragdes relativas dos compostos foram calculadas a partir das

areas dos picos e expressas com valores aferidos em trés analises.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Idade das plantas

As idades das plantas de boldo rasteiro influenciaram o teor de dleo
essencial extraido das folhas (Figura 1). Houve correlagdo positiva entre idade
da planta e teor de 6leo essencial. Assim, quanto mais madura a planta de boldo,
maior a concentracdo desse 6leo. De acordo com Ming (1996), a idade das
folhas também determina diferentes teores de 6leos essenciais, que podem ser

maiores ou menores dependendo da espécie.

0.012 -
y=0.00171 + 0.00002306*Dias *
0.010 4 2 =89.10%

0.008
0.006

0.004

Teor de dled (*9)
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FIGURA 1 Teor de o6leo essencial (%) em folhas de Plectranthus neochilus
Schlechter aos 60, 120, 180, 240, 300 e 360 dias apos o transplantio
das mudas para o campo. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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A quantidade de dleo essencial obtida na ultima extrag@o, aos 360 dias
apos o transplantio, foi 189% maior que os valores verificados na primeira
colheita (60 dias). Segundo Katzung (2003), a produgdo e o actimulo de
principios ativos nas diferentes espécies vegetais e nos diferentes orgdos desses
vegetais estdo sob o controle genético que pode ser influenciado por fatores
intrinsecos a planta, como o estadio de desenvolvimento.

De posse dos resultados observados ¢ possivel inferir que ndo houve
interferéncia de fatores extrinsecos a planta como as condigdes climaticas
durante o periodo de condugdo do experimento, fato corroborado pela linha de
tendéncia que apresentou resposta linear crescente em relagdo as médias obtidas.
Provavelmente o maior teor de 6leo deveu-se a um maior acimulo dessa
substancia nos tricomas glandulares de P. neochilus com o aumento da idade da
planta.

As respostas apresentadas pelas plantas medicinais e aromaticas sdo
extremamente variaveis quando se avalia teor de 6leo essencial em fungdo da
idade da planta, ndo havendo uma conformidade nessa associagdo. Sousa (2007)
quantificou os constituintes presentes no oleo essencial extraido de folhas de
Baccharis dracunculifolia, uma espécie que possui ampla diversidade de
metabolitos secundarios, cultivada durante 12 meses no campo. Com base no
perfil de variabilidade dos volateis, o periodo compreendido entre os trés
primeiros meses apds o plantio foi o menos produtivo, com média de 0,3% de
6leo. Por outro lado, o periodo final do experimento (entre 10 ¢ 12 meses apds o
plantio) foi o de maior produtividade, com teores de 6leo que chegavam, em
média, a 1%. Esses resultados estdo em consonancia com o observado na espécie
P. neochilus.

Em contrapartida, quando plantas de capim-cidreira [(Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf.] foram cultivadas com o intuito de se avaliar a influéncia

da idade sobre a producdo de 6leo essencial, os autores do estudo verificaram
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que houve um decréscimo gradual dos teores de 6leo na medida em que a idade
das plantas aumentava (Leal et al., 2003). Amaral (2005) também obteve os
mesmos resultados para porcentagem de 6leo essencial nos capitulos florais de
camomila (Chamomilla recutita), e cita que quando foi efetuada a comparagéo
entre a primeira e¢ ultima colheita (75 e 113 dias apds a emergéncia das
plantulas, respectivamente), houve uma reducao de aproximadamente 75% nos
teores de dleo essencial.

Da mesma forma que a idade da planta pode influenciar positiva ou
negativamente a produg¢do de oOleos essenciais em plantas aromaticas e
medicinais, existem espécies em que essa variavel ndo interfere no teor desses
compostos. A espécie Ageratum conyzoides L. ndo apresentou diferengas
estatisticas quanto ao teor de Oleo essencial em folhas e flores durante o seu
desenvolvimento (Ming, 1996).

As respostas observadas neste trabalho com P. neochilus apontam a
importancia de estudos relacionados ao monitoramento dos principios ativos,
tendo em vista que a analise dos fatores envolvidos na variacdo dessas
substancias sdo fundamentais nas recomendagdes de manejo do ambiente que
possibilite o incremento na produgdo e a conservagdo desses compostos

quimicos (Castellani, 1997).

5.2 Ambientes de cultivo

A analise das amostras de 6leo extraidas das folhas frescas de boldo
pequeno nas duas condigdes de cultivo revelou 12 picos identificados para o
cultivo protegido e 10 para o campo, com diferencas quantitativas e qualitativas,

em termos de constituintes quimicos nos dois ambientes avaliados (Tabela 1).
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TABELA 1 Composicdo quimica e porcentagem relativa dos constituintes do
6leo essencial de plantas de Plectranthus neochilus Schlechter
cultivadas em ambiente protegido € no campo. UFLA, Lavras, MG,

2008.
IK Composto Cultivo protegido0 Campo
(%)

1177 Mentol 2,76 1,33
1419 -Cariofileno - 7,64
1480 Germacreno D - 6,61
1495 Epi-Cubebol 1,44 -
1512 v-Cadineno 1,36 4,29
1515 Cubebol 4,03 -
1518 d-Cadineno - 12,05
1561 E-Nerolidol 2,40 8,49
1577 Espatulenol 0,93 -
1582 Oxido de Cariofileno 33,53 18,90
1610 Epoxido de Humuleno 11 1,29 -
1628 1-Epi-Cubenol 5,74 2,44
1643 Cubenol 13,67 16,06
1647 o-Muurolol 4,73 -
1655 a-Cadinol 20,39 22,20

- Nao identificados 7,73 0

- Identificados 92,27 100

Os fatores ambientais tém grande influéncia sobre o desenvolvimento
das plantas medicinais, aromaticas e condimentares e na sua produgdo de
principios ativos. A composicao desses produtos pode ser grandemente alterada
por esses fatores, visto que a agdo deles é simultanea e inter-relacionada (Corréa
Junior et al., 2006). Segundo Simdes & Spitzer (2003), o ambiente no qual o
vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo influenciam sobremaneira a
composicao quimica dos 6leos volateis.

Os sesquiterpenos foram predominantes na composicdo dos oOleos
volateis de boldo pequeno nas duas condi¢des. No resultado para as plantas

cultivadas em ambiente protegido, eles totalizaram 89,51% e no campo 98,67%.
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Dos constituintes identificados, o unico que pertence a classe dos monoterpenos
¢ o mentol, que se apresentou em baixas concentragdes nos dois ambientes
testados, porém com maior porcentagem relativa nas plantas mantidas sob
cultivo protegido. Em comparagdo com o campo, o valor observado dobrou
entre os tratamentos.

No que se refere aos constituintes majoritarios, foram encontradas
diferencas entre os ambientes de cultivo tanto em relagdo & presenca quanto a
porcentagem relativa desses compostos nas amostras analisadas. No material
proveniente de plantas mantidas em ambiente protegido os maiores percentuais
foram 33,53%, 20,39% e 13,67% para 6xido de cariofileno, a-cadinol e cubenol,
respectivamente. Enquanto que para plantas oriundas do campo, obteve-se
22,20% de a-cadinol, 18,90% de 6xido de cariofileno, 16,06% de cubenol e
12,05% de d-cadineno (Tabela 1). Os demais compostos apresentaram-se em
menores concentragdes. Na Figura 2, véem-se as estruturas quimicas dos
compostos que apresentaram o0s maiores picos detectados pela analise

cromatografica.
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FIGURA 2 Estrutura quimica do 6xido de cariofileno, cubenol, a-cadinol e

d-cadineno. UFLA, Lavras, MG, 2008.

As diferencas encontradas tanto na propor¢do dos constituintes

majoritarios, quanto nos compostos que foram identificados de modo geral,
sugerem uma relagdo direta com o fator ambiental oferecido em cada condicao.
Deve-se levar em consideragdo que plantas dispostas em ambiente protegido
estdo sujeitas a diferentes regimes de temperatura, irradidncia, umidade do ar,

ventos, além de uma menor area disponivel para o desenvolvimento e

exploragdo radicular, entre outros fatores, do que as cultivadas no campo.
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De acordo com Castro (2001) e Santos & Innecco (2004), a falta de
uniformidade encontrada quando se compara os compostos quimicos produzidos
em plantas de mesmo genotipo submetidas a diferentes condigdes, reflete o
dinamismo das interconversdes que ocorrem continuamente entre 0s
constituintes dos 6leos essenciais. Estas interconversdes envolvem reacgdes de
oxidacdo, redugdo, hidratacdo, desidratagdo, ciclizagdo e isomerizagdo,
influenciadas por fatores ambientais.

De posse dos resultados deste experimento ndo ¢ possivel afirmar qual
condi¢do ¢ a ideal. No entanto, pode-se inferir que o ambiente influenciou a

constituicdo quimica do 6leo essencial de Plectranthus neochilus.

6 CONCLUSOES

O teor de o6leo essencial de boldo pequeno aumenta linearmente com a
idade da planta, sendo maior aos 360 dias apds o transplantio das mudas para o
campo.

A composi¢do quimica do 6leo volatil de boldo pequeno é modificada

pelo ambiente de cultivo em que as plantas se encontram.
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CAPITULO 111

USO DE FONTES DE ADUBOS ORGANICOS NA PRODUCAO
VEGETAL E OLEO ESSENCIAL DE BOLDO PEQUENO
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1 RESUMO

ROSAL, Louise Ferreira. Uso de fontes de adubos organicos na producao
vegetal e dleo essencial de boldo pequeno. In: . Producéo de biomassa,
oleo essencial e caracteristicas fisiolégicas e anatomicas foliares de
Plectranthus neochilus Schlechter em fun¢io da adubacio orginica, malhas
coloridas e idade das plantas. 2008. Cap.3, p. 35-58. Tese (Doutorado em
Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A aplicagdo de fertilizantes organicos em plantas medicinais e aromaticas
normalmente modifica positivamente a producdo vegetal e de 6leo essencial.
Neste contexto, tendo por fim avaliar o comportamento de plantas de
Plectranthus neochilus Schlechter cultivadas frente ao uso de fontes de adubos
organicos, o presente trabalho estudou a producdo de biomassa e teor,
rendimento e qualidade do 6leo essencial. As mudas, ap6s a aclimatizagdo,
foram transplantadas para vasos de 10 litros e estes acondicionados em ambiente
protegido. O experimento foi constituido por quatro tratamentos e quatro
repeti¢des, sendo cada parcela composta por cinco vasos (uma planta.vaso™). Os
tratamentos foram: auséncia de adubo orgénico (testemunha); aplicagdo de
6kg.m? de esterco bovino; 3kg.m™ de esterco avicola; 6kg.m™ de composto
organico. Aos 120 dias de cultivo as plantas foram colhidas. Uma parte das
folhas frescas foi destinada a extracdo do 6leo essencial ¢ o restante do material
vegetal foi seco em estufa até atingir peso constante para a verificagdo da
biomassa seca. Realizou-se o calculo de teor e rendimento a partir das massas de
oleo obtidas apos a extragdo. A composi¢ao do 6leo foi determinada por meio de
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-MS). As fontes de
adubo organico testadas promoveram diferencas entre os tratamentos em relagao
a producdo de biomassa, distribuicdo dos fotoassimilados, rendimento e
composicdo do oleo essencial de Plectranthus neochilus. A utilizacdo de
diferentes fertilizantes organicos ndo modificou o teor de 6leo volatil.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador).
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2 ABSTRACT

ROSAL, Louise Ferreira. Organic manures sources in vegetal production and
essential oil of small “boldo”. In: . Biomass production, essential oil
and physiological and anatomical foliar characteristics of Plectranthus
neochilus Schlechter in function of organic manure, color shading nets and
plants age. 2008. Chap.3, p. 35-58. (Doctorate in Agronomy/Crop Science) —
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.

Organic fertilizers applications in medicinal aromatic plants normally modify
positively its vegetal production and essential oil. So, evaluating Plectranthus
neochilus Schlechter plants cultured with organic manure sources, the present
work studied biomass production and essential oil content, yield and
composition. The scions, after had their acclimatization were transplanted to 10L
pots and those placed into protected environment. The experiment was done in 4
treatments, 4 replications and each parcel had five pots (one plant per pot™). The
treatments were: no organic manure (control); cattle manure 6kg.m™; chicken
manure 3kg.m”; organic manure 6kg.m”. Plants were harvest 120 days of
culturing, part of the fresh leaves was used in the essential oil extraction and the
rest of the material dried in the oven until a constant weight to be verified its dry
biomass. The content and yield of essential oil were done from the oil mass got
after the extraction. The oil composition was done by gas chromatography
linked to mass spectrometry (CG-MS). The organic sources tested promoted
differences between treatments related to biomass production, biomass
distribution, Plectranthus neochilus essential oil yield and composition. The
different organic manures utilization did not change the volatile oil content.

* Major Professor: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA.
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3 INTRODUCAO

A espécie Plectranthus neochilus Schlechter é uma planta herbacea,
conhecida também como boldo pequeno, boldo rasteiro ou boldo gamba. Possui
folhas pequenas, quase triangulares, dispostas compactamente, um pouco
amarga e de odor forte, principalmente quando estd com flores (Lorenzi &
Matos, 2002), empregada popularmente para o tratamento de insuficiéncia
hepatica e dispepsia (Duarte & Lopes, 2007). E uma espécie pouquissimo
estudada e no que se refere a informagdes sobre produtividade vegetal e teor,
rendimento e perfil fitoquimico do 6leo essencial, ndo ha relatos na literatura.

Pesquisas na area fitoquimica em plantas medicinais e aromaticas tém
sido o foco de diversos estudos (Javidnia et al., 2007; Tajbakhsh et al., 2007;
Habibi et al., 2008). Freqilientemente, encontra-se na literatura a descricdo dos
componentes constituintes dessas espécies. No entanto faz-se necessario,
paralelamente a esses estudos, considerar a aplicabilidade do uso de técnicas
agrondmicas que visem avaliar como as plantas respondem a essas praticas.

Recomenda-se para o cultivo de plantas medicinais e aromaticas o uso
de adubos organicos e, neste contexto, estudos dos efeitos da adubacao organica
nessas espécies vém sendo desenvolvidos com o intuito de propor uma condi¢ao
pertinente para a producdo de biomassa e 6leos essenciais com qualidade.

Deve-se salientar que pesquisas que envolvem adubacdo em espécies
produtoras de oleos essenciais ndo objetivam apenas a producdo maior de
biomassa. Conjuntamente, busca-se saber até que ponto esses insumos alteram o
teor, o rendimento e a composicdo do 6leo. Segundo Pinto & Bertolucci (2002),
uma maior produgdo vegetal ndo implica, necessariamente, em maior
produtividade de principio ativo. Portanto, deve-se dar atengdo a todos os fatores
do meio que influenciam na producdo destes compostos, além do acimulo de

biomassa.
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O interesse pela utilizagdo de adubos organicos em plantas vem
aumentando devido a possibilidade desses insumos fornecerem nutrientes,
ativarem intera¢des benéficas com microorganismos, atuarem em propriedades
fisicas do solo, diminuindo a densidade aparente, melhorando a estrutura dos
agregados, aumentando a capacidade de infiltragdo de agua e aeragdo e
melhorando a possibilidade de penetracao radicular. A fitotoxidez do Al € Mn se
reduz devido a complexagao com a fragcdo humica e ao aumento do pH. Agindo
conjuntamente, esses e inimeros outros efeitos podem aumentar a produtividade
de plantas e diminuir custos com a aduba¢do (Rodrigues & Sumioka, 2003). De
acordo com Sangwan et al. (2001), a aplicacdo de fertilizantes em plantas
aromaticas normalmente modifica a produgdo de 6leos essenciais e, portanto, ha
necessidade de se avaliarem as exigéncias de cada espécie, bem como o manejo
adequado da adubagao.

Tendo por fim avaliar o comportamento de plantas de Plectranthus
neochilus cultivadas frente ao uso de fontes de adubos orgénicos, no presente
trabalho estudou-se a producdo de biomassa e teor, rendimento ¢ qualidade do

oleo essencial.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em ambiente protegido no Laboratério
de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais, Aromaticas € Condimentares do
Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). O municipio de Lavras esta localizado na regido sul de Minas Gerais, a
918m de altitude, latitude 21°14’S e longitude 45°00°W GRW.

A planta-matriz da espécie Plectranthus neochilus Schlechter utilizada
para iniciar os experimentos foi devidamente identificada e incorporada sob o
nimero 22858 ao Herbario ESAL, o qual esta vinculado ao Departamento de

Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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4.1 Preparo das mudas para a instalacao dos experimentos

O material vegetal utilizado para a produg¢do das mudas foi obtido no
Horto de Plantas Medicinais, UFLA. As mudas de boldo foram produzidas a
partir de estacas apicais com aproximadamente Scm de comprimento e postas
para enraizar em bandejas de poliestireno de 72 células, contendo o substrato
comercial Plantmax”.

As mudas foram cultivadas em ambiente protegido com 60% de
sombreamento durante trinta dias, periodo suficiente para que todas estivessem

bem estabelecidas e enraizadas.

4.2 Instalacdo do experimento

Em margo de 2006, as mudas, apos a aclimatizagdo, foram levadas para
o local de cultivo protegido e transplantadas para vasos de 10 litros. O solo e as
fontes de adubo orgéanico utilizadas no presente estudo foram devidamente
analisados pelo Laboratorio de Analise de Solos, Departamento de Ciéncia do

Solo (DCS) da Universidade Federal de Lavras (Tabela 1 ¢ 2).

TABELA 1 Composi¢do quimica do solo utilizado no experimento com plantas
de Plectranthus neochilus Schlechter. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Material pH P K Na Ca* Mg® APF* H+Al SB () (D)
H,O mg.dm‘3 cmol..dm?
Solo 6,1 4,9 76 - 3,1 0,9 0,0 1,5 42 42 57
Material \% m ISNa MO P-rem Zn Fe Mn Cu B S
% dag kg mg.L" mg.dm?
Solo 73,6 0 - 1,6 1,7 7,7 44,4 37,8 45 03 403
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TABELA 2 Analise quimica do composto organico (CO), do esterco bovino
(EB) e do esterco avicola (EA) utilizados no experimento com
plantas de Plectranthus neochilus Schlechter. UFLA, Lavras, MG,

2008.
Material N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
gkg’ mgkg’
co 5,0 0,6 23,8 5,1 3,6 0,5 19,0 60,0 79.1694 398,0 217,0
EB 14,0 32 19,2 11,5 3,0 2,2 22,4 23,6 16.8543 2734 90,5
EA 25,8 25,7 22,2 1025 6,1 52 35,0 68,0 2.186,0  552,0 503,0

Em delineamento inteiramente casualizado foram dispostos quatro
tratamentos, constituidos de quatro repeticdes, sendo cada parcela composta por
cinco vasos (uma planta.vaso™). Os tratamentos foram: auséncia de adubo
organico (testemunha); aplicagio de 6kg.m™ de esterco bovino; 3kg.m? de
esterco avicola; 6kg.m™ de composto organico. As dosagens foram baseadas nas
recomendagdes de Pinto & Bertolucci (2002) para o cultivo de plantas
medicinais. A irrigagdo foi realizada até o solo atingir a capacidade de campo,
trés vezes por semana.

Aos 120 dias de cultivo as plantas foram colhidas e uma parte das folhas
frescas coletadas aleatoriamente foi destinada a extra¢do do o6leo essencial. O
horario de colheita do material destinado a obtengao do 6leo foi rigorosamente o
mesmo durante o término do experimento, as oito horas da manha. O periodo de
condugdo do experimento baseou-se no fato de que plantas cultivadas em vaso
podem ter seu crescimento limitado devido a menor area disponivel para
expansdo do sistema radicular, reduzindo-se assim o tempo de permanéncia
nessas condigdes.

Efetuou-se uma relagdo entre a massa fresca e o valor equivalente em
massa seca das folhas para esses valores serem adicionados a soma de biomassa

seca nos tratamentos, onde 200g de material fresco equivaleram, em média, a
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10g de seco. As plantas restantes foram embaladas separadamente (folhas,
caules ¢ raizes) em sacos de papel kraft ¢ o material conduzido a estufa de
circulagdo forgada de ar com temperatura de 70°C até massa constante.
Posteriormente, foi feita a pesagem do material vegetal em balanca digital, com

sensibilidade 0,01g.

4.3 Extracio do 6leo essencial

Para a extracdo do o6leo utilizou-se o método de hidrodestilacio em
aparelho modificado de Clevenger, por Wasicky & Akisue (1969). O material
vegetal fresco fracionado (200g por repeticdo) foi colocado em baldo
volumétrico de 1.000 mL e acrescentado um volume de 700 mL de agua
destilada.

Apds o inicio de fervura, realizou-se a destilagdo por duas horas. O
hidrolato obtido de cada hidrodestilacdo foi submetido a parti¢ao liquido-liquido
em funil de separacdo, com trés por¢oes de 15mL de diclorometano (cada
por¢do descansou por 20 minutos, totalizando 60 minutos por repeticdo). As
fracdes organicas de cada repeticdo foram reunidas e secas com sulfato de
magnésio anidro em excesso. O sal foi removido por filtragdo simples e o
solvente evaporado a temperatura ambiente em capela de exaustdo de gases até
alcangar massa constante, obtendo-se o dleo essencial purificado.

Diante da massa obtida, determinou-se o percentual do dleo essencial de
Plectranthus neochilus Schlechter nas folhas: T% = massa do 6leo (g) / 200g x
100. E o rendimento de 6leo por planta: R (g.planta™’) = massa do 6leo (g) x

massa das folhas (g) / 200g.
4.4 Identificacdo da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais

As amostras obtidas nos tratamentos foram encaminhadas para o

Laboratorio de Quimica Organica da Universidade Federal de Sergipe, onde
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foram realizadas analises quimicas, visando identificar os compostos presentes,
por meio de cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrOmetro quadrupolar de
massas CG-EM, Shimadzu QP5050A (Kyoto, Japao). Foram empregadas as
seguintes condigdes: coluna CBP-5 (Shimadzu) preenchida em coluna capilar de
silica (30m comprimento x 0,25mm didmetro interno x 0,25um de espessura do
filme, composto de fenilmetilpolisiloxano 5%) conectada a um detector
quadrupoélo operando em energia de impacto a 70eV com intervalo de massa
entre 40-400 u, a razdo de 0,5 scans s™'; gas: He (1 mL s™); injetor e temperatura
de interface a 220°C e 240°C, respectivamente, com razdo de fluxo 1:20. O
volume de injegdo foi de 0,2pL (20% em CH,Cly) em fluxo e temperatura de
60°C e 246°C, com aumento de 3°C min’, apos 10°C min™! para 270°C,
mantendo-se a temperatura final por 5 minutos. A identificagdo dos constituintes
foi realizada por comparagdo, automatica e manual, dos espectros de massas
obtidos com os das bibliotecas NIST/EPA/NHI (1998), por comparagdo dos
espectros de massas e indices de retengdo (IR) com os da literatura (Adams,
2001). Os IR foram calculados a partir da co-inje¢d0 com uma mistura de
hidrocarbonetos, C8—C32 (Sigma, EUA) e com a aplicacdo da equacdo de Dool
& Kratz (1963).

As concentragdes relativas dos compostos foram calculadas a partir das
areas dos picos e expressas com valores aferidos em trés analises.

Nao consta nos resultados a analise da amostra resultante do tratamento
de plantas fertilizadas com composto orgénico, pois nao foi possivel a realizagao

da leitura.
4.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F

e a comparagao de médias feita pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de P. neochilus responderam positivamente ao crescimento e

desenvolvimento vegetativo em relagdo a adubacdo organica. As fontes variadas

de adubo organico promoveram diferencas altamente significativas na producao

de biomassa entre os tratamentos (Figura 1). As plantas de boldo pequeno foram

mais responsivas quando submetidas a fertilizagdo com o esterco avicola em

todas as variaveis estudadas (Figura 2).

Biomassa seca ()

FIGURA 1
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0
FOLHA(g) CAULE(g) RAIZ(g) PA(g) TOTAL(g)
BTE 418 1.31 3.31 .49 8.81
omCo 1393 214 10.11 1%.0° 29.19
SEB 32,79 122 183" £0.01 “3.40
DEA 2568 3881 23,39 91.19 109,58~

Biomassa seca das folhas, caules, raizes, parte aérea (PA) e total

(gramas) de plantas de

Plectranthus neochilus Schlechter,

cultivadas em vasos sob os seguintes tratamentos: auséncia de
fertilizante — testemunha (TE); 6kg.m™ de composto organico (CO);
6kg.m™ de esterco bovino (EB); 3kg.m™ de esterco avicola (EA),
em ambiente protegido. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). UFLA, Lavras,

MG, 2008.
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FIGURA 2 Aspecto visual das plantas de Plectranthus neochilus Schlechter
cultivadas em vasos sob os seguintes tratamentos: auséncia de
fertilizante (A); composto organico (B); esterco bovino (C); esterco
avicola (D), em ambiente protegido. UFLA, Lavras, MG, 2008.

A produtividade de material vegetal seco total nas plantas adubadas com
esterco avicola foi 12,43 vezes maior que o tratamento utilizado como controle
(auséncia de adubo), e em relagdo aos demais fertilizantes orgénicos, foi 1,50 e
3,75 vezes superior ao esterco bovino e composto organico, respectivamente. A
eficiéncia nutricional depende de varios fatores, tais como clima, solo, planta e
suas interacdes, matéria organica do solo e composi¢do quimica do adubo
utilizado, dentre outros que afetam a absorgdo ¢ a utilizagdo de nutrientes pelas
plantas (Fageria, 1998). O esterco proveniente de frangos e galinhas, de criagdes
intensivas e alimentados com racdo, € rico em nutrientes, especialmente
nitrogénio e fosforo, mas pobre em celulose. Por isso, sua decomposi¢do ¢
rapida, liberando em poucos dias a maior parte dos nutrientes (Souza &
Rezende, 2003).

Rosal et al. (2006) avaliaram os efeitos da adubagdo quimica, composto
organico, esterco bovino e esterco avicola na producdo de biomassa de capim-

limdo (Cymbopogon citratus) e inferiram que, nas condi¢des estudadas, o
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esterco de aves resultou em maior acumulo de biomassa seca total. Também
com a finalidade de determinar a influéncia de esterco bovino e de aves no
desenvolvimento de Hyptis suaveolens, Maia (2006) concluiu que a
produtividade foi superior quando as plantas foram fertilizadas com esterco
avicola.

Em contrapartida, Palacio et al. (2007), investigaram a influéncia da
auséncia e da utilizacdo de fontes de nitrogénio (uréia e esterco ovino) na
produ¢do de biomassa em Baccharis trimera (Less) DC., e observaram que nio
houve diferengas significativas para o rendimento da massa seca. Ja para o
manjericdo (Ocimum basilicum) cv. Genovese fertilizado com adubo mineral,
duas fontes de organico (esterco bovino e avicola) — aplicados separadamente ou
misturados, a melhor resposta para a produgdo de massa seca foi alcancada com
a mistura do fertilizante quimico com o esterco de aves (Blank et al., 2005).

Fazendo uma comparacéo apenas entre os adubos organicos que foram
utilizados, observou-se que o desenvolvimento das plantas fertilizadas com
composto organico foi inferior em relagdo as cultivadas com esterco avicola e
bovino. Este resultado pode estar relacionado ao menor teor de nutrientes
contidos nessa fonte de adubagdo ou a sua maior estabilidade (Kiehl, 1985), ou
seja, esse tipo de adubo, ao passar por um processo biologico de transformagao
da matéria organica, torna-se recalcitrante e, com isso, a forma com que seus
nutrientes se apresentam ndo sdo tdo prontamente disponiveis como as
encontradas nos estercos.

Pesquisas que relacionam o tipo e a quantidade de adubo suficiente para
garantir uma produg¢ao elevada e de qualidade, aliadas a viabilidade econdémica,
ainda necessitam de maiores refinamentos. As espécies medicinais e aromaticas
normalmente apresentam uma correlacdo positiva entre aumento dos niveis de

insumos aplicados e producdo de biomassa e metabodlitos secundarios. No
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entanto, deve-se ter em foco a dosagem que acarretard o maior retorno para o
produtor.

A massa seca total foi particionada e apresentou grandes diferencas entre
os tratamentos quanto a forma de distribuigao dos fotoassimilados para caules e
raizes, ndo diferindo entre si para folhas que, no geral, concentraram mais de
47% da massa seca total (Figura 3). Sturion (1981) afirma que a aplicagdo de
matéria organica provoca alteragdes de fatores ecologicos do solo, bem como de
nutrientes, corroborando com os resultados encontrados para o boldo. Pode-se
afirmar que o cultivo de boldo rasteiro nas diferentes condigdes de cultivo
remanejou a distribuicdo de fotoassimilados, modificando, conseqiientemente, a

relacdo entre a parte aérea e a raiz.
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FIGURA 3 Particionamento de biomassa seca pelas plantas de Plectranthus
neochilus Schlechter, cultivadas em vasos sob os seguintes
tratamentos: auséncia de fertilizante — testemunha (TE); 6kg.m™ de
composto organico (CO); 6kg.m™ de esterco bovino (EB); 3kg.m™
de esterco avicola (EA), em ambiente protegido. Médias seguidas
pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott (P<0,05). UFLA, Lavras, MG, 2008.

O aporte proporcionado pela adubagdo com esterco avicola gerou um
expressivo crescimento na parte aérea das plantas que se destacaram das demais,
principalmente pelo incremento de massa seca nos caules, igualando-se as
folhas.

Nao foram verificadas diferencas em relagdo ao direcionamento dos
fotoassimilados para as folhas entre os tratamentos. Entretanto, nos caules houve
maior porcentagem de fitomassa seca em plantas fertilizadas com esterco

avicola. Ja para as raizes, houve maior aporte de fotoassimilados nas plantas
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cultivadas sob auséncia de adubo organico ¢ com composto organico. Tal fato
pode estar relacionado a um mecanismo de sobrevivéncia desenvolvido pelas
plantas, com maior investimento no sistema radicular, tendo em vista a maior
exploragdo do solo devido aos baixos niveis de nutrientes no ambiente em que se
encontravam.

Respostas similares foram verificadas em estudos com Hyptis
suaveolens, que indicaram diferengas para a distribui¢do da biomassa seca entre
folhas, caules e raizes de plantas cultivadas com duas fontes de adubos
organicos - esterco bovino e avicola, com maior favorecimento ao acimulo de
fotoassimilados na parte aérea (Maia, 2006).

Em relagdo ao teor de Oleo essencial de P. neochilus, nido foram
verificadas diferencas entre os tratamentos. Estes resultados estio em
consonancia com os obtidos por Carvalho et al. (2005) e Palacio et al. (2007).
No entanto, Silva et al. (2007), ao testar o efeito da auséncia de adubagdo, da
aplicagdo de esterco bovino ¢ de adubo quimico sobre a porcentagem de 6leo
essencial de Baccharis trimera, verificou que quando nio se utilizou nenhuma
adubagdo houve tendéncia de aumento no teor de 6leo.

Porém, para o rendimento de 6leo essencial de P. neochilus as condigdes

testadas promoveram diferengas altamente significativas (Figura 4).
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FIGURA 4 Rendimento (mg.planta') de 6leo essencial de plantas de
Plectranthus neochilus Schlechter, cultivadas em vasos sob os
seguintes tratamentos: auséncia de fertilizante — testemunha (TE);
6kg.m™ de composto organico (CO); 6kg.m™ de esterco bovino
(EB); 3kg.m™ de esterco avicola (EA), em ambiente protegido.
Barras com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (P<0,05). UFLA, Lavras, MG, 2008.

O rendimento de o6leo neste estudo apresentou uma correlagdo positiva
com a producdo de biomassa das folhas, visto que os teores de o6leo ndo
variaram. O rendimento de 6leo essencial é fungdo de sua concentragdo no
tecido e da producdo de massa vegetal (Oliveira Junior et al., 2005). Essa relagdo
foi citada por Santos & Innecco (2004), os quais apontaram que o rendimento de
Oleo essencial em Lippia alba foi significativo quando se obteve maiores
produ¢des de massa seca.

Sales (2006) comparou o efeito da adubacdo quimica e organica na

producdo de Odleo essencial de Hyptis marrubioides Epl. Os resultados

50



apontaram diferencas para o teor e rendimento do o6leo volatil. No entanto, os
maiores valores alcangados para o rendimento ndo foram atribuidos aos maiores
teores de 6leo, e sim a acentuada producdo de biomassa em plantas cultivadas
com adubo orgéanico.

Nas plantas de boldo pequeno a quantidade de o6leo por planta nos
tratamentos fertilizados com esterco avicola foi, em média, 11,36 vezes maior
em relagdo as plantas que ndo foram adubadas. E entre as fontes de adubo, o
esterco avicola foi 1,76 ¢ 4,59 vezes maior que o esterco bovino € o composto
organico, respectivamente.

De acordo com Chaves (2002), ndo ha na literatura um consenso em
relacdo a resposta do rendimento de 6leo essencial frente ao uso de diferentes
tipos de adubos e, muito menos, de doses. Isso pode se relacionar ao fato de as
plantas medicinais compreenderem um amplo e diversificado grupo de espécies
com grande variabilidade quanto a produ¢do de principios ativos e, quando se
trata de plantas produtoras de o6leos volateis, que sdo substancias oriundas do
metabolismo secundario cuja biossintese varia em fungdo de fatores extrinsecos
e intrinsecos a espécie, as possibilidades de resultados contraditorios sdo
expressivas.

A composi¢do quimica do dleo essencial de Plectranthus neochilus
apresentou uma significativa diversidade de constituintes identificados

(Tabela 3).
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TABELA 3 Composicdo quimica e porcentagem relativa dos constituintes do
Oleo essencial de plantas de Plectranthus neochilus Schlechter
cultivadas sob diferentes fontes de adubos organicos e sem
adubacdo. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Testemunha  Esterco bovino Esterco avicola
IK  Composto S
(%)
1177  Mentol 0,97 2,76 1,88
1198  Metil chavicol 1,02 - -
1347  a-Cubebeno 0,43 - -
1375  a-Copaeno 1,01 - 0,84
1383  B-Bourboreno 1,06 - 0,79
1387  B-Cubebeno 0,70 - -
1419  B-Cariofileno 15,06 - 1,99
1429  B-Gurjuneno 0,23 - -
1455  a-Humuleno 0,99 - -
1474  y-Muuroleno 0,48 - 1,00
1480  Germacreno-D 9,44 - -
1495  Epi-Cubebol 1,68 1,44 2,10
1498  a-Muuroleno 0,44 - 0,98
1504  B-Bisaboleno 0,22 - -
1512 y-Cadineno 3,81 1,63 3,15
1515  Cubebol 2,66 4,03 4,75
1518  8-Cadineno 7,38 - -
1521  Z-Calameno 0,75 - 0,69
1561  E-Nerolidol 5,71 2,40 1,00
1577  Espatulenol 1,12 0,93 0,83
1582 Oxido de Cariofileno 9,83 33,53 43,70
1603  B-Oplopenona 0,34 - -
1610  Epoxido de Humuleno 0,47 1,29 1,67
11

1628  1-Epi-Cubenol 2,60 5,74 3,66
1643  Cubenol 7,43 13,67 8,62
1647  a-Muurolol 1,66 4,73 2,58
1655 a-Cadinol 8,14 20,39 11,93

- Nao identificados 14,34 7,46 7,84

- Identificados 85,66 92,54 92,16

Observou-se no tratamento controle que a biomassa seca total foi

inferior aos demais tratamentos e a produgdo de compostos foi maior, sugerindo

que a planta sofreu um estresse por nao ter sido fertilizada com a quantidade
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suficiente para promover o seu crescimento e desenvolvimento. Em resposta a
essa condi¢do, a analise dos constituintes nesse tratamento apresentou 27
compostos identificados, em detrimento do tratamento com esterco bovino e
avicola, com 12 e 18, respectivamente (Tabela 3). Pode-se inferir que a planta de
boldo, ao sofrer um estresse, sintetizou mais compostos para sua defesa ou
sobrevivéncia e a diversidade do fitocomplexo foi mais evidente nessa condigao.
O menor desenvolvimento vegetativo resultou em menor produgdo de massa,
conseqiientemente a planta contou com reduzida quantidade de material exposto
no meio, o que favorece uma reacdo imediata de defesa com a sintetizagdo de
compostos que possam vir a garantir sua manuten¢do em condicdes adversas.

Simdes & Spitzer (2003) citam que os compostos terp€nicos mais
freqiientes nos odleos volateis sdo os monoterpenos (cerca de 90% dos oleos
volateis) e os sesquiterpenos. Todavia, no o6leo essencial de Plectranthus
neochilus sdo preponderantes os sesquiterpenos. No tratamento sem adi¢do de
adubo eles totalizaram 97,6% dos constituintes quimicos identificados e para as
plantas submetidas a adubag@o com esterco bovino e avicola, 97,0% e 97,9%,
respectivamente.

A maior porcentagem de area relativa correspondeu aos picos referentes
ao oxido de cariofileno com 33,53% ¢ 43,70%, cubenol com 13,67% e 8,62% e
a-cadinol com 20,39% e 11,93%, respectivamente para esterco bovino e avicola.
A porcentagem de area relativa total a estes trés picos no tratamento com esterco
bovino e avicola totalizaram 67,59% e 67,25%, respectivamente, enquanto que,
para auséncia de adubagdo totalizou 25,4%. Os compostos encontrados em
maiores concentragdes no tratamento com auséncia de adubagdo além desses trés
picos foram: p-cariofileno (15,06%), germacreno-D (9,44%), o-cadineno
(7,38%) e E-nerolidol (5,71%) (Tabela 3). O tipo de cultivo tem influéncia sobre
a composi¢cdo quimica dos oleos volateis (Simdes & Spitzer, 2003). Coley

(1980) menciona que muitas espécies produzem substincias ativas quando
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submetidas a condigdes de estresse, como uma reduzida disponibilidade de
nutrientes no solo, pois em geral, o principio ativo de interesse esta associado ao
metabolismo secundario da planta que reflete adaptagdes a condigdes adversas

ou mecanismos de defesa.

6 CONCLUSOES

As fontes de adubo organico testadas promovem maior produgdo de
biomassa e rendimento do 6leo essencial de Plectranthus neochilus, em maior
magnitude, com a aplicagdo de esterco avicola.

A utilizagdo de diferentes fontes de fertilizantes organicos ou a auséncia
deles em plantas de Plectranthus neochilus nao modifica o teor de 6leo volatil.

Os tratamentos aplicados alteram a distribuicdo dos fotoassimilados nas
plantas.

A composi¢do quimica do 6leo essencial de P. neochilus apresenta maior

numero de compostos na auséncia de fertilizantes.
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CAPITULO IV

PRODUCAO DE BIOMASSA E OLEO ESSENCIAL DE BOLDO
PEQUENO CULTIVADO NO CAMPO SOB NIVEIS CRESCENTES DE
ADUBO ORGANICO
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1 RESUMO

ROSAL, Louise Ferreira. Producdo de biomassa e 6leo essencial de boldo
pequeno cultivado no campo sob niveis crescentes de adubo orgénico. In:

. Producio de biomassa, dleo essencial e caracteristicas fisiologicas e
anatomicas foliares de Plectranthus neochilus Schlechter em func¢io da
adubacio organica, malhas coloridas e idade das plantas. 2008. Cap.4, p.59-
74. Tese (Doutorado em Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG."

A produgdo de biomassa e 6leo essencial em espécies vegetais, freqiientemente
apresenta correlacdo positiva com a aplicagdo de doses crescentes de adubos
organicos. Com o proposito de avaliar os efeitos de niveis crescentes de
fertilizante orgénico em plantas de Plectranthus neochilus Schlechter, a presente
pesquisa estudou a producdo de biomassa seca do material vegetal, o teor € o
rendimento de dleo essencial. As mudas, apds a aclimatizagdo, foram levadas
para o campo e transplantadas para canteiros. Utilizou-se o delineamento em
blocos ao acaso, com trés repeticdes constituidas de cinco parcelas cada. As
parcelas foram compostas por 16 plantas, sendo as quatro plantas centrais
consideradas parcela util. Os tratamentos constituiram-se de cinco niveis de
esterco bovino curtido: 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 kg.m’z. Aos 180 dias de cultivo as
plantas foram colhidas, uma parte das folhas frescas foi destinada a extragao do
oleo essencial ¢ o restante do material vegetal conduzido a estufa até massa
constante para a verificacdo da biomassa seca. Realizou-se o calculo de teor e
rendimento do 6leo essencial a partir das massas obtidas ap6s a extracao do o6leo.
O aumento dos niveis de esterco bovino testados promoveram aumento linear na
producdo de biomassa e rendimento do O6leo essencial em plantas de
Plectranthus neochilus, ndo se observando o méximo da curva no intervalo
estudado. A utilizacdo de diferentes doses de esterco bovino ndo modificaram o
teor de 6leo volatil.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador).
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2 ABSTRACT

ROSAL, Louise Ferreira. Biomass production and essential oil of small “boldo”
cultured in field under increasing doses of organic manure. In: . Biomass
production, essential oil and physiological and anatomical foliar
characteristics of Plectranthus neochilus Schlechter in function of organic
manure, color shading nets and plants age. 2008. Chap.4, p. 59-74.
(Doctorate in Agronomy/Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brazil. *

Biomass production and essential oil in vegetal species, frequently, shows
positive correlation with the increasing dosages applications of organic manure.
With the purpose of to evaluate increasing doses of organic manure in
Plectranthus neochilus Schlechter plants, this work studied dry biomass
production from vegetal material, content and essential oil yield. The scions,
after been acclimatized were taken to field and transplanted to beds. It used
randomized complete block design with three replications of five parcels each.
The parcels were made of 16 plants; the four central ones were considered the
useful parcel. The treatment had 5 cattle manure doses: 0.0; 2.5; 5.0; 7.5; 10.0
kg.m™. The plants were harvest at 180 days old, part of the fresh leaves were for
essential oil extraction and the rest of the vegetal material were sent to an oven
to dry until have a constant mass for the dry biomass verification. The essential
oil content and yield calculation were done from the mass from the oil
extraction. The increasing doses of cattle manure tested gave a linear increase in
biomass production and essential oil yield in Plectranthus neochilus plants, it
was not observed the maximum curve in the studied period of time. The
different cattle manure dosages used do not modified the volatile oil content.

* Major Professor: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA.
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3 INTRODUCAO

A espécie Plectranthus neochilus Schlechter caracteriza-se por ser
aromatica e por apresentar uma beleza consideravel, o que a torna apreciada para
o cultivo ornamental em hortas e jardins. E, também, uma planta medicinal,
conhecida vulgarmente como boldo pequeno, boldo rasteiro ou boldo gamba e
empregada popularmente para o tratamento de insuficiéncia hepatica e dispepsia
(Duarte & Lopes, 2007). Segundo Lorenzi & Matos (2002) e Couto (2006), ¢
uma espécie herbacea, possui folhas pequenas, quase triangulares, dispostas
compactamente, um pouco amargas, de odor forte, inflorescéncia racemosa de
coloragdo violeta. Pode ser plantada em qualquer época do ano.

Ha insuficiéncia de informagdes sobre o boldo pequeno na literatura,
menos ainda das relacionadas ao cultivo e adubagdo. Sabe-se que a qualidade
das plantas medicinais e aromaticas ¢ obtida durante todo o processo produtivo.
Em face desta questdo, a adubag¢do ¢ um dos principais fatores que afetam o
rendimento das substancias bioativas e, por conseguinte, a qualidade das plantas
medicinais e aromaticas (Marchese & Figueira, 2005).

O adubo organico exerce trés fungdes principais, tais como fertilizantes,
corretivo e melhorador ou condicionador do solo. Atua como fertilizante,
embora de baixa concentragdo, sendo necessario usa-lo em maiores quantidades,
pois contém nitrogénio, calcio, fosforo, potassio, magnésio e enxofre, além dos
micronutrientes boro, cloro, cobre, ferro, manganés, molibdénio e zinco. E um
corretivo porque corrige a composi¢ao do solo, combinando-se com o manganés,
o aluminio e o ferro, por exemplo, reduzindo ou neutralizando os efeitos toxicos
desses elementos, quando em excesso, sobre as plantas. Também ¢
condicionador pela forma como age no solo, melhorando suas caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas, como retencdo da agua, agregacdo, porosidade,
aumento na capacidade de troca de cations, facilitando o desenvolvimento e a

nutri¢do das plantas (Miyasaka et al., 1997).
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O desenvolvimento vegetal e, em especial, a producdo de Ooleos
essenciais em plantas aromaticas sdo influenciados por varios fatores ambientais,
incluindo condi¢des edaficas (Amaral, 2005).

Estudos com aplicagdo de adubacdo associada ou n3o a calagem em
plantas de Hyptis marrubioides Epl. apontaram influéncia altamente positiva da
fertilizagdo organica na producdo de biomassa seca, teor e acumulo de 6leo
essencial, independentemente da presenca ou ndo de calcario (Sales, 2006).
Estes resultados estdo de acordo com os atributos que sdo facultados aos adubos
organicos, os quais, além de fornecedores em potencial de nutrientes para as
plantas, sdo condicionadores e corretivos do solo.

Devido a resultados contraditdrios, existem opinides diferentes quanto a
influéncia da fertilizacdo na producdo de substincias de interesse (Castro et al.,
2001). De acordo com Chaves (2002), ndo ha na literatura uma concordancia em
relagdo as respostas sobre rendimento de 6leo essencial com relagdo ao uso de
diferentes tipos de adubos e muito menos de doses.

Nesse contexto, com o propdsito de avaliar os efeitos de niveis
crescentes de esterco bovino em plantas de Plectranthus neochilus Schlechter
cultivadas no campo, a presente pesquisa estudou a producdo de biomassa seca

do material vegetal, o teor e o rendimento de 6leo essencial.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em campo experimental na
Universidade Federal de Lavras (UFLA). O municipio de Lavras esta localizado
na regido sul de Minas Gerais, a 918m de altitude, latitude 21°14’S e longitude
45°00°W GRW.

A planta-matriz da espécie Plectranthus neochilus Schlechter utilizada

para iniciar os experimentos foi devidamente identificada e incorporada sob o
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nimero 22858 ao Herbario ESAL, o qual esta vinculado ao Departamento de

Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

4.1 Preparo das mudas para a instalacao dos experimentos

O material vegetal utilizado para a produg¢do das mudas foi obtido no
Horto de Plantas Medicinais, UFLA. As mudas de boldo foram produzidas a
partir de estacas apicais com aproximadamente Scm de comprimento e postas
para enraizar em bandejas de poliestireno de 72 células, contendo o substrato
comercial Plantmax”.

As mudas foram cultivadas em ambiente protegido com 60% de
sombreamento durante trinta dias, periodo suficiente para que todas estivessem

bem estabelecidas e enraizadas.

4.2 Instalacao do experimento

Em margo de 2006, as mudas, apos a aclimatizagdo, foram levadas para
o campo e transplantadas para canteiros. O solo da area de cultivo e o esterco
bovino foram devidamente analisados pelo Laboratorio de Analise de Solos,
Departamento de Ciéncia do Solo (DCS) da Universidade Federal de Lavras
(Tabela 1 e 2).

TABELA 1 Composi¢ao quimica do solo da area de instalacdo do experimento
com plantas de Plectranthus neochilus Schlechter. UFLA, Lavras,

MG, 2008.

pH P K Ca® Mg”¥ H+Al SB V MO P-rem
Material H,0 mg.dm™ cmol..dm? % dagkg! mglL?!
Solo 49 2,0 56 0,9 0,4 4,5 51 242 1,6 19,9
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TABELA 2 Analise quimica do esterco bovino (EB) utilizado no experimento
com plantas de Plectranthus neochilus Schlechter. UFLA, Lavras,

MG, 2008.
Material N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
gkg! mg.kg!
EB 14,0 32 19,2 11,5 3,0 2,2 22,4 23,6 16.8543 2734 90,5

Utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso, com trés repeticoes
constituidas de cinco parcelas cada. As parcelas foram compostas por 16 plantas,
sendo as quatro plantas centrais consideradas parcela util. Os tratamentos
constituiram-se de cinco niveis: 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 kg.m’2 de esterco bovino
curtido (Tabela 2). A irrigagdo foi realizada até o solo atingir a capacidade de
campo, trés vezes por semana.

Aos 180 dias de cultivo plantas inteiras foram colhidas € uma parte das
folhas frescas foi destinada a extracdo do o6leo essencial. O horario de colheita
do material destinado a obtencdo do 6leo foi rigorosamente o mesmo durante o
término do experimento, as oito horas da manha.

Efetuou-se uma relagao entre a massa fresca e o valor equivalente em
massa seca das folhas para esses valores serem adicionados a soma de biomassa
seca nos tratamentos, onde 200g de material fresco equivaleram, em média, a
10g de seco. As plantas restantes foram embaladas separadamente (folhas e
caules) em sacos de papel kraft e conduzidas a estufa de circulagdo forcada de ar
com temperatura de 70°C até massa constante. Posteriormente, foi feita a

pesagem do material vegetal em balanca digital, com sensibilidade 0,01g.
4.3 Extracao do 6leo essencial

Para a extragdo do odleo utilizou-se o método de hidrodestilagdo em

aparelho modificado de Clevenger, por Wasicky & Akisue (1969). O material
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vegetal fresco fracionado (200g por repeticdo) foi colocado em baldo
volumétrico de 1.000 mL e foi acrescentado um volume de 700 mL de agua
destilada.

Apds o inicio de fervura, realizou-se a destilagdo por duas horas. O
hidrolato obtido de cada hidrodestilagdo foi submetido a parti¢ao liquido-liquido
em funil de separacdo, com trés por¢des de 15mL de diclorometano (cada
por¢do descansou por 20 minutos, totalizando 60 minutos por repeticdo). As
fragdes organicas de cada repeticdo foram reunidas e secas com sulfato de
magnésio anidro em excesso. O sal foi removido por filtragdo simples e o
solvente evaporado a temperatura ambiente em capela de exaustdo de gases até
alcangar massa constante, obtendo-se o 6leo essencial purificado.

Diante da massa obtida, determinou-se o teor percentual do dleo
essencial de Plectranthus neochilus Schlechter nas folhas: T% = massa do 6leo
(g) / 200g x 100. E o rendimento de 6leo por planta: R (g.planta”) = massa do
oleo (g) x massa das folhas (g) / 200g.

4.4 Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F

e, posteriormente, a analise de regressao.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A produg@o de material vegetal de plantas de Plectranthus neochilus foi
influenciada pelos niveis de esterco bovino utilizados neste estudo (Figura 1) e
as diferencas foram significativas. O teor de dleo essencial ndo foi influenciado
pelos tratamentos utilizados (Tabela 3). Todavia, os resultados verificados para o

rendimento apresentaram alta significancia entre os tratamentos (Figura 2).
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FIGURA 1 Produ¢do de biomassa seca em plantas de Plectranthus neochilus

Schlechter em fungdo de niveis crescentes de adubagao com esterco
bovino. UFLA, Lavras, MG, 2008.

TABELA 3 Teor de o6leo essencial em plantas de Plectranthus neochilus
Schlechter em funcdo de niveis crescentes de adubagdo com
esterco bovino. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Doses (kg.m™) Teor de 6leo (%)
0,0 0,0060
2,5 0,0048
5,0 0,0050
7,5 0,0056
10,0 0,0056
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FIGURA 2 Rendimento de 6leo essencial em plantas de Plectranthus neochilus
Schlechter em fungdo de niveis crescentes de adubagao com esterco
bovino. UFLA, Lavras, MG, 2008.

O maior nivel de suprimento com adubo organico testado (10kg.m?)
proporcionou um incremento de biomassa seca nas plantas da ordem de 4,44
vezes quando comparado ao tratamento controle (auséncia de adubo). Esse
resultado indica que as plantas de Plectranthus neochilus respondem
satisfatoriamente a adubagdo. Além disso, ndo foi alcangado o ponto de maxima
na curva de producdo para a biomassa seca nos niveis testados. De acordo com
Kiehl (1985), os adubos organicos aplicados ao solo sempre proporcionam
resposta positiva sobre a produgdo das culturas, chegando a igualar ou até
mesmo superar os efeitos dos fertilizantes quimicos.

Resultados analogos aos obtidos no experimento com P. neochilus foram

verificados por Ferreira (2003) e Chagas (2007). O primeiro autor testou doses
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de esterco bovino curtido (0; 2; 4; 6kg.m™) para avaliar a produtividade de
plantas de Catharanthus roseus e observou que a massa seca total aumentou
linearmente & medida que os niveis de esterco aplicado aumentaram. O segundo
autor trabalhou com plantas de Mentha arvensis L. submetidas aos mesmos
niveis de adubacgdo de plantio testados no presente estudo (0,0; 2,5; 5,0; 7,5;
10,0kg.m™), e os resultados estio em concorddncia com as respostas
apresentadas por P. neochilus, tanto para a variavel biomassa seca, quanto para o
teor e rendimento de 6leo.

Entretanto, ndo pode ser considerada regra geral que, ao passo que ¢
aumentado o fornecimento de fertilizante, a producdo de massa seca também
seja aumentada. Guerreiro (2006) cultivou Pfaffia glomerata com o intuito de
avaliar o desenvolvimento das plantas sob diferentes doses de esterco avicola (0;
15; 30; 45; 60t.ha™) e constatou que a espécie respondeu até o limite de 30-
45tha’ e, a partir destes valores, a produgio de fitomassa seca respondeu
negativamente.

Ao contrario do que alguns autores preconizam, existem também
situacbes em que as plantas ndo respondem a fertilizagdo quanto a
produtividade, ou seja, a suplementacdo com adubacdo organica nido chega a
influenciar significativamente a producdo de material vegetal e 6leo essencial.
Chaves (2002) e Santos & Innecco (2004) relatam que ap6s aplica¢do de doses
crescentes de adubos, ndo houve significdncia nos resultados para essas
caracteristicas em plantas de Lippia alba e Ocimum gratissimum,
respectivamente.

No caso de P. neochilus, como os teores de Oleo se mantiveram
constantes, o rendimento do o6leo volatil foi fun¢do da produgdo de biomassa
vegetal. Segundo Silva et al. (2007), aumentos no rendimento de 6leo essencial

podem ser alcangados com maior disponibilidade de nutrientes para as plantas.
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A adubag@o organica pode ndo influenciar no teor de 6leo essencial, mas
¢ altamente compensada pela produgdo de biomassa que eleva o rendimento de
principios ativos por planta (Silva et al., 2007). A produtividade de oleo
essencial ¢ funcdo de sua concentragdo no tecido ¢ da produgdo de matéria
vegetal (Oliveira Junior et al., 2005). Esse incremento na produgdo de material
vegetal com a utilizagdo de fertilizante orgdnico pode estar atrelado as
propriedades que sdo conferidas a esse insumo, como: fornecedores de
nutrientes, corretivos ¢ condicionadores do solo (Rodrigues & Sumioka, 2003),
o que beneficia a planta como um todo.

No trabalho de Silva (2005) com plantas Aloysia triphylla submetidas a
doses crescentes de esterco bovino curtido (0; 3; 6; 9; 12kg.m‘2), o teor de Oleo
obteve um ajuste clibico, ocorrendo um aumento até a dose 9kg.m™ e, na dose
12 kg.m?, houve um menor teor de oleo essencial. Maia (2006) submeteu
plantas de Hyptis suaveolens as mesmas dosagens citadas anteriormente ¢ a
porcentagem de 6leo desta espécie foi superior com a aplicacdo da maior dose
(12kg.m™).

Verifica-se, portanto, que ndo hd um consenso referente ao
comportamento das plantas medicinais e aromaticas frente ao uso de diferentes
niveis de adubos organicos, o que sinaliza a necessidade de mais pesquisas nesta
area devido o crescente interesse por informagdes sobre cultivo de plantas

produtoras de metabolitos secundarios.

6 CONCLUSOES

O aumento dos niveis de esterco bovino testados promovem aumento
linear na produgdo de biomassa e rendimento do 6leo essencial em plantas de
Plectranthus neochilus, ndo se observando o maximo da curva no intervalo

estudado.
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A utilizagdo de diferentes doses de esterco bovino avaliadas neste
trabalho em plantas de Plectranthus neochilus nao modifica o teor de oleo

volatil.
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CAPITULOV

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS E RENDIMENTO DE OLEO
ESSENCIAL DE BOLDO PEQUENO CULTIVADO SOB
MALHAS FOTOCONVERSORAS
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1 RESUMO

ROSAL, Louise Ferreira. Caracteristicas fisiologicas e¢ rendimento de oleo
essencial de boldo pequeno cultivado sob malhas fotoconversoras. In: .
Producio de biomassa, o6leo essencial e caracteristicas fisiologicas e
anatomicas foliares de Plectranthus neochilus Schlechter em fun¢do da
adubacao orginica, malhas coloridas e idade das plantas. 2008. Cap.5, p.75-
98. Tese (Doutorado em Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG."

Reportando-se a influéncia da luz sobre os diversos aspectos fisioldgicos e
fitotécnicos das espécies vegetais, a presente pesquisa objetivou avaliar o
crescimento, desenvolvimento e rendimento de dleo essencial em plantas de
Plectranthus neochilus Schlechter cultivadas em ambientes com diferentes
malhas coloridas. As mudas, apds a aclimatizacdo, foram encaminhadas para o
campo e transplantadas para vasos de dez litros. Foram utilizados quatro
tratamentos e cinco repetigdes, sendo cada parcela composta de cinco vasos
(uma planta.vaso™'). Os tratamentos foram caracterizados pelo cultivo das
plantas sob disponibilidades diferentes de radiacdo e qualidade espectral: 100%
de irradiancia, malha ChromatiNet azul, malha ChromatiNet vermelha, malha
preta. As telas utilizadas neste estudo promoviam um indice de sombreamento
de 50% da transmitincia na regido fotossinteticamente ativa. O periodo de
condugdo do experimento foi de 90 dias. As variaveis avaliadas foram: producao
de biomassa seca da planta, relacdo raiz/parte aérea, area foliar total, area foliar
especifica, razdo de area foliar, razdo de peso foliar, teor de clorofila e
rendimento do 6leo essencial. O crescimento e desenvolvimento das plantas de
Plectranthus neochilus foi influenciado pela qualidade e quantidade de luz, mais
marcadamente pela luz azul. O sombreamento promovido pelas malhas
favoreceu a produgio de 6leo essencial e é mais proeminente sob tela azul.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador).
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2 ABSTRACT

ROSAL, Louise Ferreira. Physiological characteristics and essential oil yield
from small “boldo” cultured under color shading nets. In: . Biomass
production, essential oil and physiological and anatomical foliar
characteristics of Plectranthus neochilus Schlechter in function of organic
manure, color shading nets and plants age. 2008. Chap.5, p. 75-98.
(Doctorate in Agronomy/Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brazil. *

The light influence on many physiological and agronomy features of the vegetal
species led this present research to evaluate the growing, development and yield
of essential oil in Plectranthus neochilus Schlechter plants cultured in
environments with different colorful nets. The scions, after been acclimatized,
were sent to field and transplanted into 10L pots. Four treatments were used and
five replications each parcel made of 5 pots (1 plant per pot™). The treatments
were characterized by plants cultured under different radiation and spectral
quality: 100% sunlight, blue, red and black color net (neutral). The nets used in
this study gave a 50% shading index from the photosynthetic active region. The
period of time this experiment was 90 days. The evaluated parameters were: dry
plant biomass production, relation root/aerial part, total foliar area, specific
foliar area, foliar area ratio, foliar weight ratio, chlorophyll content and essential
oil yield. Plectranthus neochilus plants growth and development was influenced
by the light quantity and quality, much more marked by the blue light. The
shading promoted by the nets helped essential oil yield and it is higher under the
blue net.

* Major Professor: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA.
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3 INTRODUCAO

A espécie Plectranthus neochilus Schlechter caracteriza-se por ser uma
planta aromatica, considerada medicinal ¢ usada popularmente para alivio de
sintomas de azia e como estimulante da digestdo. E de facil propagagdo e pode
ser plantada em qualquer época do ano (Couto, 2006). Segundo Lorenzi &
Matos (2002), é uma espécie herbacea, possui folhas pequenas, quase
triangulares, dispostas compactamente, um pouco amargas, de odor forte,
conhecida popularmente como boldo pequeno, boldo rasteiro ou boldo gamba. E
pouco provavel passar despercebido por esse boldo, cujo aroma chama bastante
atengdo. Entretanto, apesar de ser uma espécie que sugere estudos voltados para
a area fitotécnica, ndo ha relatos de pesquisas voltadas para esse campo.

O uso de tecnologias voltadas para o cultivo de plantas medicinais e
aromaticas vem avancando de forma animadora. Diversos estudos tém sido
propostos visando a otimizagdo da producdo de fitomassa e metabdlitos
secundarios, dentre eles: adubacdo (quimica, orgéanica, ou a combinagdo de
ambas), ambientes de cultivo, fornecimento de agua, estadio de desenvolvimento
da planta, sazonalidade, horario de colheita, luz (intensidade, qualidade e
duragdo), entre outros (Chaves et al., 2002; Leal et al., 2003; Santos & Innecco,
2004). Em relagdo a luz, as pesquisas estavam mais voltadas para a investigacao
da influéncia dos niveis de irradidncia fornecidos as plantas. Entretanto,
trabalhos recentes (Leite et al., 2002; Costa et al., 2006) tém buscado
compreender o comportamento das espécies cultivadas em ambientes com
variados espectros de luz e este entendimento envolve o metabolismo primario e
secundario dos vegetais.

Uma das ferramentas utilizadas para manipular o espectro de luz
transmitido as plantas ¢ o uso de malhas coloridas produzidas com aditivos
especiais que, segundo a empresa Polysack Plastic Industries®, produtora das

telas denominadas ChormatiNET, as convertem em singulares filtros de luz. A
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qualidade da luz que chega ao cultivo é mais alta, uma vez que as malhas
quebram a luz direta convertendo a uma luz difusa. Esta luz cobre melhor a
planta e estimula a fotossintese (Polysack Plastic Industries”). Ainda segundo o
fabricante, a malha vermelha reduz as ondas azuis, verdes e amarelas e
acrescenta ondas na regido do vermelho e vermelho-distante, com transmitancia
em comprimentos de onda acima de 590nm (vermelho) e um pico menor em
torno de 400nm (violeta). A tela azul diminui a propor¢ao de ondas na faixa do
vermelho e vermelho-distante, acrescentando ondas azuis (470nm), além de
outros picos na regido do vermelho-distante e infravermelho (acima de 750nm).

Nesse sentido, a manipulagdo da qualidade de luz incidente pode
acarretar uma série de respostas no ambito fisiologico das espécies, visto que as
plantas possuem pigmentos distintos que absorvem radiagdo em comprimentos
de onda especificos. As reacdes desses pigmentos ao estimulo luminoso podem
desencadear nos vegetais uma série de respostas, tais como alteragdes na
anatomia e diferenciacdo dos tecidos, alongamento do caule, sintese de
pigmentos foliares, acimulo de carboidratos, alteragdes na concentragdo de
horménios vegetais, estimulo ou inibicdo de brotacdes axilares, entre outras
(Morini & Muleo, 2003).

A luz vermelha sdo facultadas respostas quanto ao desenvolvimento do
aparato fotossintético das plantas, por incrementar o acumulo de amido em
varias espécies, em virtude da inibigdo do translocamento de fotoassimilados
para fora da folha (Saebo et al., 1995). Além disso, pode também ser promotora
de estimulos para a elonga¢ao do caule, florescimento, mudangas na condutancia
estomatica, bem como na anatomia das plantas (Boardman, 1977). A fisiologia
das plantas ¢ bastante varidvel em resposta a luz azul e inclui fototropismo,
movimentos estomaticos, inibicdo do alongamento celular, ativagdo de genes,
biossintese de pigmentos, acompanhamento do sol pelas folhas e movimento dos

cloroplastos dentro das células (Taiz & Zeiger, 2004).
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Leite et al. (2002) testaram algumas variedades de Phalaenopsis
cultivadas sob malhas coloridas e concluiram que a radiacdo transmitida pela
malha vermelha tem influéncia significativa na morfogénese da maioria das
variedades testadas; e que as vantagens fitotécnicas apresentadas pelas malhas
de cor, devem-se a alteragdo do espectro promovido por elas, € ndo propriamente
as diferencas na quantidade total de radiacdo transmitida, seja ela global ou
fotossinteticamente ativa, e tampouco por diferencas nas transmissividades
térmicas. Os fatores do ambiente que mais afetam o crescimento e
desenvolvimento das plantas sdo o fotoperiodo, a radiacdo e a temperatura
(Marchese & Figueira, 2005).

Reportando-se a influéncia da luz sobre os diversos aspectos fisiologicos
e fitotécnicos das espécies vegetais, na presente pesquisa objetivou-se avaliar o
crescimento, desenvolvimento e rendimento de dleo essencial em plantas de
Plectranthus neochilus Schlechter cultivadas em ambientes com diferentes

malhas coloridas.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em campo experimental na
Universidade Federal de Lavras (UFLA). O municipio de Lavras esta localizado
na regido sul de Minas Gerais, a 918m de altitude, latitude 21°14°S e longitude
45°00°W GRW.

A planta-matriz da espécie Plectranthus neochilus Schlechter utilizada
para iniciar os experimentos foi devidamente identificada e incorporada sob o
numero 22858 ao Herbario ESAL, o qual esta vinculado ao Departamento de

Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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4.1 Preparo das mudas para a instalacao dos experimentos

O material vegetal utilizado para a produg¢do das mudas foi obtido no
Horto de Plantas Medicinais, UFLA. As mudas de boldo foram produzidas a
partir de estacas apicais com aproximadamente Scm de comprimento e postas
para enraizar em bandejas de poliestireno de 72 células, contendo o substrato
comercial Plantmax”.

As mudas foram cultivadas em ambiente protegido com 60% de
sombreamento durante trinta dias, periodo suficiente para que todas estivessem

bem estabelecidas e enraizadas.

4.2 Instalacdo do experimento

Em dezembro de 2005, as mudas, apos a aclimatizagdo, foram
encaminhadas para o campo e transplantadas para vasos de 10 litros contendo
solo, areia e esterco bovino curtido (2:1:1).

Em delineamento inteiramente casualizado foram dispostos quatro
tratamentos e cinco repeti¢cdes, sendo cada parcela composta de cinco vasos
(uma planta.vaso™'). Os tratamentos foram caracterizados pelo cultivo das
plantas sob disponibilidades diferentes de radiacdo solar e de qualidade
espectral: 100% de irradiancia, malha ChromatiNet azul (transmitancia na regido
do azul-verde, 400-540nm), malha ChromatiNet vermelha (transmitancia acima
de 590nm) e malha preta (neutra). As telas utilizadas neste estudo promoviam
um indice de sombreamento de 50% da transmitancia na regido
fotossinteticamente ativa. As malhas coloridas foram fornecidas pela empresa
Polysack Plastic Industries®.

A duracdo do experimento foi de 90 dias apds o transplantio das mudas.
A irrigacao foi realizada até o solo atingir a capacidade de campo, trés vezes por
semana. O periodo de condugdo do experimento baseou-se no fato de que

plantas cultivadas em vaso podem ter seu crescimento limitado devido a menor
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area disponivel para expansdo do sistema radicular, reduzindo-se assim o tempo

de permanéncia nessas condigdes.

4.3 Avaliacoes de crescimento

4.3.1 Producao de biomassa

Ao final do periodo do experimento, uma parte das folhas frescas
coletadas aleatoriamente foi conduzida a extracdo do o6leo essencial. O horario
de colheita do material destinado a obtengao do 6leo foi rigorosamente o mesmo
durante o término do experimento, oito horas da manha.

Efetuou-se uma relacdo entre a massa fresca e o valor equivalente em
massa seca das folhas para esses valores serem adicionados a soma de biomassa
seca nos tratamentos, onde 200g de material fresco equivaleram, em média, a
10g de seco. As plantas restantes foram embaladas separadamente (folhas,
caules e raizes) em sacos de papel kraft e o material conduzido a estufa de
circulagdo forgada de ar com temperatura de 70°C até massa constante.
Posteriormente, foi feita a pesagem do material vegetal em balanga digital, com

sensibilidade 0,01g.

4.3.2 Anilise de crescimento

Para as avalia¢Ges de analise de crescimento, as folhas foram destacadas
dos ramos e foi realizada a deteccdo da area foliar total de cinco plantas
representativas de cada tratamento, em 100% das folhas completamente
expandidas, através de um integralizador de area foliar MODEL LI-3100, Area
Meter marca LICOR.

A razdo de area foliar (RAF), a razdo de peso foliar (RPF) ¢ a area foliar
especifica (AFE) foram determinadas a partir dos valores de area foliar total
(AFT), expessos em dm’, do peso da biomassa seca da planta (P) ¢ do peso da

biomassa seca das folhas (Pt), calculados de acordo com Benincasa (1988):

82



RAF (dm>.g")=A/P RPF=Pt/P  AFE (dm’.g")=A/Pt
As variaveis resposta de crescimento foram: biomassa seca de folhas,
caules, raiz, parte aérea, planta, razao raiz/parte aérea, AFT, RAF, RPF, AFE ¢

particionamento da matéria seca.

4.4 Teor de clorofila

A avaliacao do teor de clorofila foi realizada utilizando-se cinco folhas
de cada tratamento completamente expandidas do quarto n6 abaixo do apice das
plantas, tomadas ao acaso. O material foi imediatamente acondicionado em
papel aluminio e mantido sob refrigeracdo em caixa de isopor até ser transferido
para o laboratorio onde foram feitas as andlises. A quantificagdo das clorofilas a,
b e total foi realizada segundo a metodologia descrita por Arnon (1949).

As folhas foram cortadas em pedagos de lcm, eliminando-se a nervura
central e, em seguida, foram determinadas as massas frescas para cada avaliacdo
(com quatro repeticdes) e a absorbancia das amostras, a 663nm, para a clorofila
a e a 645nm, para a clorofila b, num espectrofotdometro v/uv Beckman modelo
640 B. Os calculos de mg de clorofila por grama de massa fresca de tecido foliar
foram realizados a partir das equacdes: clorofila a = [12,7 x A663 — 2,69 x
A645] x [V/(1000xW)]; clorofila b = [22,9 x A645 — 4,68 x A663] x
[V/(1000xW)]; clorofila total = [20,2 x A645 + 8,02 x A663] x [V/(1000xW)],
em que: A= absorbancia dos extratos no comprimento de onda indicado; V=
volume final do extrato clorofiliano-cetonico; W= massa fresca, em gramas do

material vegetal utilizado.

4.5 Extracio do o6leo essencial
Para a extracdo do o6leo utilizou-se o método de hidrodestilacio em
aparelho modificado de Clevenger, por Wasicky & Akisue (1969). O material

vegetal fresco fracionado (200g por repeticdo) foi colocado em baldo
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volumétrico de 1.000 mL e acrescentado um volume de 700 mL de agua
destilada.

Apds o inicio de fervura, realizou-se a destilagdo por duas horas. O
hidrolato obtido de cada hidrodestilagdo foi submetido a parti¢do liquido-liquido
em funil de separacdo, com trés por¢des de 15mL de diclorometano (cada
por¢do descansou por 20 minutos, totalizando 60 minutos por repeticdo). As
fragdes organicas de cada repeticdo foram reunidas e secas com sulfato de
magnésio anidro em excesso. O sal foi removido por filtragdo simples e o
solvente evaporado a temperatura ambiente em capela de exaustdo de gases até
alcangar massa constante, obtendo-se o 6leo essencial purificado.

Diante da massa obtida, determinou-se o rendimento de 6leo por planta:

R (g.planta™) = massa do 6leo (g) x massa das folhas (g) / 200g.

4.6 Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F

e a comparagdo de médias feita pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na avaliagdo do crescimento de plantas de
Plectranthus neochilus Schlechter indicaram que houve significativa influéncia
tanto da qualidade de luz quanto da intensidade, variando entre os tratamentos

(Figura 1).
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FIGURA 1 Biomassa seca das folhas, caules, raizes, parte aérea e total (gramas)
de plantas de Plectranthus neochilus Schlechter cultivadas sob
pleno sol (100% de irradiancia), malha azul (50% de irradiancia),
malha vermelha (50% de irradidncia) e malha preta (50% de
irradiancia). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). UFLA, Lavras, MG, 2008.

O actmulo de biomassa seca em todas as partes da planta apresentou
profundas diferencas entre as condi¢des testadas. Este fenomeno € atribuido ao
fato de que a luz corresponde a um dos principais aspectos da interagdo das
plantas com o meio ambiente, agindo no controle do desenvolvimento das
plantas, interferindo no crescimento por meio do processo fotossintético, na
diferenciagdo durante a morfogénese ¢ na particdo de assimilados (Machackova
et al., 1998).

Plantas de P. neochilus submetidas a luz azul apresentaram maiores
médias de biomassa em todas as parte da planta. De acordo com Taiz & Zeiger

(2004), as plantas utilizam a luz azul como fonte de energia e um sinal que
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fornece informagGes sobre o ambiente. Tais informagdes sdo traduzidas em
processos metabolicos que permitem as plantas alterarem seu crescimento e
desenvolvimento.

Em consonéancia com o presente trabalho, Souza (2006), no estudo do
cultivo de Mikania glomerata Sprengel e Mikania laevigata Schultz sob malhas
coloridas (azul, vermelha e cinza), relatou que a qualidade espectral incidente
proporcionada pela malha azul promoveu maiores valores de massa seca total.
Nas mesmas condi¢des de cultivo de plantas de P. neochilus, foram conduzidas
plantas de Ocimum gratissimum L., e para esta espécie, 0os maiores incrementos
de biomassa seca total foram atribuidos ao cultivo sob 100% de irradidncia e sob
malha azul (Martins, 2006).

Em contrapartida, o elixir-paregérico (Ocimum selloi Benth.) se
desenvolveu melhor e, conseqiientemente, produziu mais massa seca das folhas,
caules e raizes na condi¢do de pleno sol, em detrimento da malha azul e
vermelha (Costa et al., 2006).

Os resultados obtidos entre as plantas cultivadas sob as telas sugerem
que houve influéncia da qualidade de luz, visto que as médias de produgdo de
biomassa seca das plantas no ambiente com incremento de luz azul foram
superiores as aclimatizadas com a protecdo da malha vermelha e preta. Este
resultado pode estar relacionado ao maior alongamento do caule e a expansdo
das folhas de plantas de P. neochilus nos ambientes sombreados com tela azul a
que foram expostas. Verificou-se também que a intensidade luminosa promoveu
influéncia, pois o tratamento pleno sol diferiu dos demais com as menores
médias de massa seca.

Houve aumento da superficie fotossintetizante das plantas nos ambientes
sombreados (Figura 2), assim como divergéncias nas relagdes entre a raiz ¢ a
parte aérea e nos indices utilizados para interpretar a analise de crescimento

(Figura 3).
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FIGURA 2 Area foliar total (AFT), em dm?’, de plantas de Plectranthus
neochilus Schlechter cultivadas sob pleno sol (100% de
irradiancia), malha azul (50% de irradidncia), malha vermelha
(50% de irradiancia) e malha preta (50% de irradiancia). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott (P<0,05). UFLA, Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 3 Relagio raiz/parte aérea (R/PA), razdo de area foliar (RAF = dm’.
g™), razdo de peso foliar (RPF = g.g) e 4rea foliar especifica (AFE
= dm’.g"') de plantas de Plectranthus neochilus Schlechter
cultivadas sob pleno sol (100% de irradiancia), malha azul (50% de
irradiancia), malha vermelha (50% de irradidncia) e malha preta
(50% de irradiancia). Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). UFLA, Lavras,

MG, 2008.

As plantas de P. neochilus apresentaram um significativo incremento na

AFT sob as malhas. Este resultado sugere uma estratégia da planta em aumentar

a superficie fotossintética, visando garantir um aproveitamento mais eficiente

das reduzidas intensidades luminosas e, conseqiientemente, compensar as baixas

taxas de fotossintese por unidade da area foliar, caracteristica de folhas de

sombra (Jones & McLeod, 1990). A arquitetura da folha é o resultado final das

interacdes entre os estimulos do ambiente e a adaptacdo das plantas, além das

caracteristicas genéticas (Lin & Yang, 1999).
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A relagdo da massa seca distribuida entre as raizes e a parte aérea (R/PA)
indicou uma alocagdo preferencial de fotoassimilados para o sistema radicular
nas plantas cultivadas a pleno sol, que apresentaram as maiores médias. Castro
(2002) cita que a luz tem efeito estimulante na translocag@o de fotoassimilados
para a raiz. A menor distribui¢do de biomassa seca para as raizes sob baixas
condigdes de luminosidade é bem conhecida e, provavelmente, reflete uma
resposta a atributos que melhoram o ganho de carbono sobre irradiancia
reduzida, com um aumento da area foliar (Almeida, 2001). Os mesmos
mecanismos de adaptabilidade das espécies sob condi¢des experimentais
semelhantes as das plantas de P. neochilus, foram verificados em diversos
trabalhos (Martins, 2006; Melo, 2006; Oliveira, 2006; Amaral, 2007).

A razdo de area foliar (RAF) expressa a area foliar util para a
fotossintese, ou seja, maiores valores de RAF indicam maior propor¢ao de
tecido fotossinteticamente ativo na area foliar (Patterson, 1980). Em P.
neochilus a RAF foi superior nos tratamentos sob malha vermelha e preta. De
acordo com Aguilera et al. (2004), as plantas consideradas de sombra
geralmente apresentam baixa razdo de area foliar a pleno sol, como resultado da
capacidade da planta de se adaptar a diferentes condi¢des de luminosidade.

Considerando que as folhas sdo o centro de producdo de massa seca e
que o resto da planta depende da exportagdo de material da folha, a razdo de
peso foliar (RPF) expressa a fragdo de matéria seca ndo exportada das folhas
para outras partes da planta (Benincasa, 1988). No caso das plantas de P.
neochilus ndo foram verificadas diferengas entre os tratamentos. Isso indica que
a propor¢do de matéria seca retida nas folhas e aquela exportada para as demais
partes da plantas manteve a mesma tendéncia entre as condigdes testadas.

Segundo Magalhaes (1979), a area foliar especifica (AFE), que ¢ um
indicativo da espessura da folha e estima a propor¢do relativa da superficie

assimilatoria ¢ dos tecidos de sustentagdo e condutores da folha, foi mais
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reduzida nas condigbes de pleno sol e sombreamento com malha azul, o que
sugere que as folhas de P. neochilus vém a ser mais espessas sob estas
condigdes. A espécie Mentha suaveolens, tratada sob as mesmas condi¢des
adotadas no presente estudo, apresentaram maior espessamento das folhas
quando mantidas a pleno sol e sob tela vermelha (Amaral, 2007).

As respostas apresentadas pelas plantas & variacdo na disponibilidade de
luz costumam envolver, ainda, alteracdes nas caracteristicas das folhas
relacionadas ao teor de clorofila. Diversos fatores externos e internos afetam a
biossintese de clorofilas; por isso, os seus contetidos foliares podem variar de
maneira significativa. Entre estes fatores, a luz ¢ essencial a sua sintese (Whatley
& Whatley, 1982).

A analise dos contetidos de clorofila revelou significativa variabilidade

entre as condi¢des de cultivo avaliadas nesta pesquisa (Tabela 1).

TABELA 1 Teores de clorofila a, b e total (mg.g" de matéria fresca) e relagio
clorofila a/b em plantas de Plectranthus neochilus Schlechter.
UFLA, Lavras, MG, 2008.

Clorofila a Clorofila b Clorofila total

Tratamento mg g'l Razio a/b
Pleno sol 0,021b 0,017b 0,038b 1,23a
Azul (50%) 0,077a 0,056a 0,133a 1,37a
Vermelho (50%) 0,037b 0,026b 0,063b 1,42a
Preto (50%) 0,037b 0,025b 0,062b 1,48a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente
pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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No tratamento constituido de plantas sob telado azul obteve-se maiores
teores de clorofila a, b e total. De acordo com Schuerger et al. (1997), a luz azul
¢ importante na formagdo da clorofila. Nos demais tratamentos ndo foram
verificadas diferencas significativas. A sintese de clorofilas em plantas de P.
neochilus é fungdo da qualidade e da intensidade de luz.

Os danos diretos, causados pelo excesso de radiagdo consistem da
destruicao de cloroplastos, organelas que contém clorofila, sede das reagdes da
fotossintese (Whatley & Whatley, 1982). Segundo Kramer & Kozlowski (1979),
a clorofila é constantemente sintetizada e destruida (fotooxidacdo) em presenga
de luz; ademais, sob intensidades luminosas mais elevadas ocorre maior
degradacdo. Estas consideragcdes podem ser extrapoladas para os teores
verificados em plantas de P. neochilus cultivadas sob luz solar plena, cujas
médias foram as menores, e essas respostas podem sugerir que houve uma maior
fotooxidagdo desse pigmento sob 100% de irradiancia.

Souza (2006) e Amaral (2007) relataram que o teor de clorofila (a, b e
total) foi alterado em fungdo do ambiente de cultivo e favorecido pelas
condigdes oferecidas sob malha azul em M. glomerata e M. laevigata e Mentha
suaveolens, respectivamente. Martins (2006) cita a malha preta como a que
promoveu os maiores teores em Ocimum gratissimum.

Neste trabalho a razéo entre o contetido de clorofila a e b ndo variou sob
os ambientes de cultivo testados.

Analisando-se o rendimento de 6leo essencial de P. neochilus no que
concerne a relacdo entre a sua sintese e o fornecimento de luz sob diferentes
condigdes, os valores obtidos indicaram significativa influéncia dos tratamentos

sobre as médias dos valores obtidos (Figura 4).
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FIGURA 4 Rendimento de dleo essencial em plantas de Plectranthus neochilus
Schlechter cultivadas sob pleno sol (100% de irradiancia), malha
azul (50% de irradiancia), malha vermelha (50% de irradiancia) e
malha preta (50% de irradiancia). Médias seguidas pela mesma
letra n3o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
UFLA, Lavras, MG, 2008.

A maior produgdo de dleo essencial (mg.planta™) foi obtida em plantas
cultivadas sob telado azul, seguidas das dispostas sob malhas preta e vermelha e,
por fim, com as menores médias, as resultantes do tratamento sob 100% de
irradiancia. A biossintese de metabolitos secundarios ¢ regulada geneticamente,
sendo influenciada por fatores ambientais, entre eles o efeito da luz, que atua de
forma significativa e complexa no metabolismo e influencia no acimulo e na
qualidade dos principios ativos, uma vez que afeta, direta ou indiretamente, as
vias metabdlicas destes metabolitos secundarios (Bernath & Tetenyi, 1980).

Além de possiveis respostas de interferéncia do metabolismo da planta

na produgdo de principios ativos, deve-se salientar que o rendimento de 6leo
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volatil é fungdo da sua concentragdo no tecido ¢ da produgdo de matéria vegetal
(Oliveira Junior et al., 2005). Sugere-se, entdo, que a produtividade de 6leo de P.
neochilus esta diretamente relacionada ao acumulo de biomassa. Essa produgao
em plantas dispostas sob malha azul foi da ordem de 2,5 vezes maior

comparativamente as plantas sem sombreamento.

6 CONCLUSOES

O crescimento e desenvolvimento das plantas de Plectranthus neochilus
¢ maior nas condigdes oferecidas pelas telas, sendo mais positivo sob malha
azul.

O sombreamento ¢ a coloragdo das telas favorece a produgdo de dleo

essencial de P. neochilus e é mais proeminente sob malha azul.
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CAPITULO VI

CARACTERISTICAS ANATOMICAS FOLIARES, TEOR E
COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL DE Plectranthus neochilus
SCHLECHTER CULTIVADO SOB MALHAS FOTOCONVERSORAS
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1 RESUMO

ROSAL, Louise Ferreira. Caracteristicas anatomicas foliares, teor € composi¢ao
do 0leo essencial de Plectranthus neochilus Schlechter cultivado sob malhas
fotoconversoras. In: . Produciao de biomassa, o6leo essencial e
caracteristicas fisiologicas e anatomicas foliares de Plectranthus neochilus
Schlechter em fun¢do da adubacio orgéinica, malhas coloridas e idade das
plantas. 2008. Cap.6, p. 99-123. Tese (Doutorado em Fitotecnia) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG. "

Neste trabalho teve-se por objetivo investigar a anatomia foliar, o teor e a
composicao do dleo essencial de plantas de Plectranthus neochilus Schlechter
cultivadas sob diferentes qualidades de luz incidente. As mudas, apds a
aclimatizagdo, foram encaminhadas para o campo e transplantadas para vasos de
dez litros e cultivadas durante 90 dias. Os tratamentos foram caracterizados pelo
cultivo das plantas sob disponibilidades diferentes de radiagdo e de qualidade
espectral: 100% de irradiancia, malha ChromatiNet azul, malha ChromatiNet
vermelha, malha preta (neutra). As telas utilizadas neste estudo promoviam um
indice de sombreamento de 50% na regido fotossinteticamente ativa. Nas
avaliagdes anatdmicas foram utilizadas folhas completamente expandidas do
terceiro no, do apice para a base. Utilizaram-se cinco folhas oriundas de plantas
diferentes. Para o preparo do material de microscopia de luz realizaram-se
secdes transversais e paradérmicas da regido mediana foliar. Paralelamente,
prepararam-se amostras foliares para a microscopia eletrénica de varredura.
Realizou-se a extracdo do 6leo essencial e a partir da massa obtida calculou-se o
teor de dleo nas folhas. A composicdo do 6leo foi determinada por meio de
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-MS). As plantas
de P. neochilus apresentaram alta plasticidade fenotipica quanto a anatomia
foliar sob as condi¢Ges de cultivo utilizadas. O teor de 6leo essencial foi maior
nos ambientes que promoveram sombreamento. A composi¢do quimica do dleo
essencial variou em funcdo do ambiente de cultivo.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador).
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2 ABSTRACT

ROSAL, Louise Ferreira. Foliar anatomical characteristics, essential oil content
and composition of Plectranthus neochilus Schlechter cultured under color
shading nets. In: . Biomass production, essential oil and physiological
and anatomical foliar characteristics of Plectranthus neochilus Schlechter in
function of organic manure, color shading nets and plants age. 2008.
Chap.6, p. 99-123. (Doctorate in Agronomy/Crop Science) — Federal University
of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil. *

This work had as purpose to evaluate foliar anatomy, essential oil content and
composition from plectranthus neochilus Schlechter plants cultured under
different quality of direct light. The scions, after acclimatization were sent to
field and put into 10L pots cultured during 90 days. The treatments were
characterized by plants cultured under different radiation and spectral quality:
100% sunlight, blue, red and black (neutral) color shading net. The nets used in
this study gave a 50% shading index from the photosynthetic active region. In
the anatomical evaluations used complete expanded leaves. It was used 5 leaves
from different plants. For the light microscope material preparation, transversal
and paradermic cuts from median foliar region were done. Parallel to that, foliar
samples were prepared to scanner electron microscope. Essential oil extraction
was done and from its mass oil contents was calculated. The oil composition
was got by the means of gas chromatography linked to mass spectrometry (CG-
MS). Plectranthus neochilus plants showed high phenotypic plasticity related to
its foliar anatomy under the cultured conditions used. Essential oil content was
higher in the environments that promoted shading. The essential oil chemical
composition changed in function to the cultured environment.

* Major Professor: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA.
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3 INTRODUCAO

O género Plectranthus spp. possui mais de 350 espécies pertencentes a
familia Lamiaceae, predominantemente distribuidas em regides tropicais da
Africa, Asia e Australia (Codd, 1985). Dentre as espécies medicinais que fazem
parte do género, Plectranthus neochilus Schlechter ¢ uma planta aromatica
empregada popularmente para o tratamento de insuficiéncia hepatica e dispepsia
(Duarte & Lopes, 2007), conhecida vulgarmente como boldo pequeno, boldo
gambé e boldo rasteiro. E uma planta herbacea, possui folhas pequenas, quase
triangulares, dispostas compactamente, pouco amargas ¢ de odor forte (Lorenzi
& Matos, 2002).

Por se tratarem de espécies produtoras de metabolitos secundarios e de
uso fitoterapico habitual, as plantas medicinais demandam estudos voltados para
a elucidagdo das estruturas anatdmicas produtoras desses principios ativos. Neste
contexto, pesquisas apontam que a luz exerce grande influéncia no metabolismo
primario e secundario das espécies vegetais (Leite et al., 2002; Costa et al.,
2006; Mattana et al., 2006; Oliveira, 2006), e essa interferéncia pode ser
extrapolada para modificagdes na anatomia vegetal (Espindola Janior, 2006;
Costa et al., 2007).

Plantas tém plasticidade morfologica em resposta as condig¢des
ambientais em que sobrevivem (Lee et al., 2000). Nao so6 a intensidade luminosa
que chega as plantas pode promover alteracdes na anatomia foliar. Deve-se
também levar em consideracdo a qualidade da luz, pois, de acordo com
Schuerger et al. (1997) e Lee et al. (2000), a variagdo espectral pode afetar a
biossintese de compostos quimicos e as estruturas anatomicas das folhas,
fazendo com que as plantas exibam um alto grau de plasticidade fisiologica e
anatomica para mudangas na qualidade da luz.

Informagdes sobre as variagdes na morfologia foliar, na producdo de

oleos volateis e em sua composigdo em plantas medicinais sob diferentes
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regimes de luz contribuem para determinar o ambiente de cultivo em que a
espécie mais se adapta.

Como ndo ha relatos sobre questdes vertentes a essa area de pesquisa em
plantas de P. neochilus, neste trabalho o objetivo foi investigar a anatomia foliar,
o teor e a composicdo do oleo essencial de plantas cultivadas sob diferentes

qualidades de luz incidente.

4 MATERIAL E METODOS

A planta-matriz da espécie Plectranthus neochilus Schlechter utilizada
para iniciar os experimentos foi devidamente identificada e incorporada sob o
nimero 22858 ao Herbario ESAL, que estd vinculado ao Departamento de

Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

4.1 Preparo das mudas para a instalacao dos experimentos

O material vegetal utilizado para a produg¢do das mudas foi obtido no
Horto de Plantas Medicinais, UFLA. As mudas de boldo foram produzidas a
partir de estacas apicais com aproximadamente Scm de comprimento e postas
para enraizar em bandejas de poliestireno de 72 células, contendo o substrato
comercial Plantmax®.

As mudas foram cultivadas em ambiente protegido com 60% de
sombreamento durante trinta dias, periodo suficiente para que todas estivessem

bem estabelecidas e enraizadas.

4.2 Instalacao do experimento
Em dezembro de 2005, as mudas, apos a aclimatizagdo, foram
encaminhadas para o campo e transplantadas para vasos de 10 litros contendo

solo, areia e esterco bovino curtido (2:1:1).
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Em delineamento inteiramente casualizado foram dispostos quatro
tratamentos e cinco repeti¢cdes, sendo cada parcela composta de cinco vasos
(uma planta.vaso™'). Os tratamentos foram caracterizados pelo cultivo das
plantas sob disponibilidades diferentes de radiacdo solar e de qualidade
espectral: 100% de irradiancia, malha ChromatiNet azul (transmitancia na regido
do azul-verde, 400-540nm), malha ChromatiNet vermelha (transmitancia acima
de 590nm) e malha preta (neutra). As telas utilizadas neste estudo promoviam
um indice de sombreamento de 50% da transmitdncia na regido
fotossinteticamente ativa. As malhas coloridas foram fornecidas pela empresa
Polysack Plastic Industries”.

A duragdo do experimento foi de 90 dias apds o transplantio das mudas.
A irrigagdo foi realizada até o solo atingir a capacidade de campo, trés vezes por
semana. O periodo de condug¢do do experimento baseou-se no fato de que
plantas cultivadas em vaso t€m seu crescimento limitado devido a menor area
disponivel para expansdo do sistema radicular, reduzindo-se assim o tempo de

permanéncia nessas condigoes.

4.3 Analises anatomicas

4.3.1 Microscopia fotonica (MF)

Nas avaliagdes anatomicas foram utilizadas folhas completamente
expandidas, coletadas do terceiro n6 a partir do apice. Utilizaram-se cinco folhas
oriundas de plantas diferentes de cada tratamento. As folhas foram fixadas em
FAA 70%, por 72 horas e, posteriormente conservadas em alcool etilico 70 GL
(Johansen, 1940).

O exame pela microscopia de luz das segdes transversais foi feito a
partir de cortes realizados na regido mediana das folhas, em micrétomo de mesa,
e submetidos a clarificagdo em solucao de hipoclorito de sédio 50%, por 15

minutos. Em seguida, foram lavadas em agua destilada, neutralizadas em
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solucdo acética a 1%. A coloragdo com safranina (5%) e azul de astra (95%) foi
realizada de acordo com os métodos descritos por Bukatsch (1972). Os cortes
corados foram montados em laminas semi-permanentes em glicerina 50%.

As medigoes da espessura dos tecidos foram realizadas por meio do
software de medi¢do Sigma Scan Pro, utilizando-se fotomicrografias registradas
em camera digital Canon PowerShot A620 acoplada ao microscopio KEN-A-
VISION TT18. Foram utilizadas 15 repeti¢des (trés campos em cada uma das
cinco folhas), por tratamento, das caracteristicas: espessura da epiderme nas
faces adaxial e abaxial e do mesofilo.

Os cortes paradérmicos foram efetuados manualmente no ter¢co médio
foliar, na superficie adaxial e abaxial. O material foi clarificado com solucao de
hipoclorito de sddio 50%, por 15 minutos. Posteriormente, corados com azul de
toluidina. Os cortes das se¢des paradérmicas foram montados em ldminas semi-
permanentes com glicerina 50%. Dessas secdes, as varidveis analisadas foram:
freqiiéncia estomatica, didmetros polar e equatorial dos estomatos.

A freqliéncia estomatica foi avaliada com auxilio de uma camara clara,
em microscopio Olympus CBB, seguindo a técnica descrita por Laboriau et al.
(1961). E a medi¢do do tamanho estomatico foi realizada no programa Sigma
Scan Pro. Foram utilizadas 20 repeti¢des por tratamento (quatro campos em cada

uma das cinco folhas).

4.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para a observacdo da superficie foliar quanto a presenga de tricomas
glandulares e nao-glandulares, coletaram-se cinco folhas tomadas ao acaso de
cada tratamento, localizadas no terceiro n6 abaixo do &pice da planta, das quais
foram retirados fragmentos da regido mediana, com aproximadamente 0,3 mm?” e
fixados em solucdo Karnovsky por um periodo de 24h; em seguida, foram

lavados em tampao cacodilato a 0,05 M por trés vezes de 10 minutos cada e pos-
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fixadas em tetréxido de 6smio a 1%, durante 4 horas. Posteriormente, as
amostras foram desidratadas em acetona numa série progressiva (25%, 50%,
75%, 90% e 100% trés vezes por 10 minutos), submetidas ao ponto critico de
dessecamento de CO, em equipamento BAL-TEC, CPD-030, fixadas no suporte
metalico com cola de prata e recobertas com ouro metalico (10 nm), em aparelho
BAL-TEC, SCD-050. O material foliar preparado foi observado e
eletromicrografado em microscopio eletronico de varredura LEO-EVO 40, XVP.
Para a determinacdo da densidade de tricomas foram escolhidos, aleatoriamente,
10 campos de observagdo com mesma area (0,244 mm?), nas superficies adaxial

e abaxial da epiderme.

4.4 Extracao do 6leo essencial

Para a extracdo do o6leo utilizou-se o método de hidrodestilagdo em
aparelho modificado de Clevenger, por Wasicky & Akisue (1969). O material
vegetal fresco fracionado (200g por repeticdo) foi colocado em baldo
volumétrico de 1.000 mL e acrescentado um volume de 700 mL de agua
destilada.

Apos o inicio de fervura, realizou-se a destilagdo por duas horas. O
hidrolato obtido de cada hidrodestilagdo foi submetido a parti¢do liquido-liquido
em funil de separacdo, com trés porgoes de 15mL de diclorometano (cada
por¢do descansou por 20 minutos, totalizando 60 minutos por repeticdo). As
fragdes organicas de cada repeticdo foram reunidas e secas com sulfato de
magnésio anidro em excesso. O sal foi removido por filtragdo simples e o
solvente evaporado & temperatura ambiente em capela de exaustdo de gases até
alcancar massa constante, obtendo-se o 6leo essencial purificado.

Diante da massa obtida, determinou-se o teor percentual do o6leo
essencial de Plectranthus neochilus Schlechter nas folhas: T% = massa do 6leo
(g) / 200g x 100.
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4.5 Identificacao da composicao quimica dos dleos essenciais

As amostras obtidas nos tratamentos foram encaminhadas para o
Laboratorio de Quimica Organica da Universidade Federal de Sergipe, onde
foram realizadas analises quimicas, visando identificar os compostos presentes,
por meio de cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrometro quadrupolar de
massas CG-EM, Shimadzu QP5050A (Kyoto, Japao). Foram empregadas as
seguintes condi¢des: coluna CBP-5 (Shimadzu) preenchida em coluna capilar de
silica (30m comprimento x 0,25mm didmetro interno x 0,25um de espessura do
filme, composto de fenilmetilpolisiloxano 5%) conectada a um detector
quadrupolo operando em energia de impacto a 70eV com intervalo de massa
entre 40-400 u, 4 razdo de 0,5 scans s™'; gas: He (1 mL s'l); injetor e temperatura
de interface a 220°C e 240°C, respectivamente, com razao de fluxo 1:20. O
volume de injegdo foi de 0,2pL (20% em CH,Cly) em fluxo e temperatura de
60°C e 246°C, com aumento de 3°C min’, apos 10°C min”! para 270°C,
mantendo-se a temperatura final por 5 minutos. A identificagdo dos constituintes
foi realizada por comparacdo, automatica e manual, dos espectros de massas
obtidos com os das bibliotecas NIST/EPA/NHI (1998), por comparagdo dos
espectros de massas ¢ indices de retengdo (IR) com os da literatura (Adams,
2001). Os IR foram calculados a partir da co-injegdo com uma mistura de
hidrocarbonetos, C8—C32 (Sigma, EUA) e com a aplicacdo da equacdo de Dool
& Kratz (1963).

As concentragdes relativas dos compostos foram calculadas a partir das

areas dos picos e expressas com valores aferidos em trés analises.
4.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F

¢ a comparagao de médias feita pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das analises feitas nas folhas de Plectranthus neochilus
observou-se que a epiderme ¢ uniestratificada. Nao foram verificadas diferencas
entre os tratamentos quanto a espessura da epiderme na superficie abaxial. Em
contrapartida, em plantas cultivadas sob malha azul houve redugdo na espessura
da epiderme adaxial, enquanto que nas demais condi¢des de cultivo ndo houve
diferengas. O mesofilo é homogéneo e a espessura foi influenciada pela
intensidade luminosa e qualidade espectral, sendo que a maior espessura foi
verificada em plantas cultivadas a pleno sol ¢ a menor sob malha vermelha

(Tabela 1 e Figura 1).

TABELA 1 Espessura da epiderme da face adaxial (EAD), mesofilo homogéneo
(MH), epiderme da face abaxial (EAB) e limbo foliar (LF) de
plantas de Plectranthus neochilus Schlechter em fungo dos tipos
de sombreamentos com malhas coloridas. UFLA, Lavras, MG,

2008.
EAD MH EAB LF
Sombreamento
Espessura (um)
Pleno sol (0%) 47,20a 922.,20a 45,73a 1015,13a
Malha azul (50%) 40,20b 693,07b 41,80a 775,07b
Malha vermelha (50%) 50,33a 607,27¢c 44 40a 702,00c
Malha preta (50%) 49.20a 721,60b 48.40a 819,20b

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente
pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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FIGURA 1 Fotomicrografia da secdo transversal de folhas de Plectranthus
neochilus Schlechter: pleno sol (A), malha azul (B), malha
vermelha (C) e malha preta (D). Epiderme uniestratificada (EU) e
mesofilo homogéneo (MH). Barra = 10 um. UFLA, Lavras, MG,

2008.
Segundo Lee et al. (2000), o espessamento foliar ¢ resultante apenas da

intensidade luminosa, pois, segundo os autores, a qualidade espectral da luz ndo

¢ capaz de modificar a contribuicdo das camadas de tecidos no espessamento
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total da folha nem a composicdo do mesofilo. Resultados que corroboram com
esta constatagdo foram citados por Maia (2006), Amaral (2007) ¢ Costa et al.
(2007). Entretanto, no presente estudo com P. neochilus verificou-se que tanto
os niveis de irradiancia (100%, pleno sol e 50%, malha preta), quanto o
fornecimento de diferentes espectros de Iluz (malha azul e vermelha)
influenciaram o espessamento do mesofilo.

Os estomatos sdo do tipo diacitico, posicionados no mesmo nivel das
células epidérmicas. S3o encontrados nas faces abaxial e adaxial, com maior
freqiiéncia na superficie abaxial das folhas, que podem ser classificadas como
hipoanfiestomaticas. O didmetro polar e equatorial nas duas faces das folhas
variaram em fun¢do dos tratamentos. A densidade estomatica ndo variou na
superficie abaxial e na adaxial foi maior nas plantas mantidas sob malha azul

(Tabela 2).
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TABELA 2 Tamanho dos estdmatos e frequéncia estomatica em plantas de
Plectranthus neochilus Schlechter em fung¢do dos tipos de
sombreamentos com malhas coloridas. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Sombreamentos
Estomatos Pleno Malha Malha Malha
sol azul vermelha preta
(0%) (50%) (50%) (50%)
— Freqiiéncia 61,35b 75,95a 57,15b 62,95b
-E (estomatos/pum?)
-g Didm. polar (pm) 38,00a 35,40b 34,50b 34,65b
[-5]
& Diam. equat. (um) ~ 24,95b 26,15a 25,20b 24,50b
— Freqiiéncia 123,95a 118,75a 109,95a 114,00a
-E (estomatos/pm?)
_g Diam. polar (um) 33,65b 35,40a 34,00b 32,15¢
5]
é Diam. equat. (um)  23,80b 26,55a 24,450 24,75b

Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente
pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Normalmente, os trabalhos citados na literatura fazem correlagdo
positiva entre aumento da freqii€ncia estomatica e elevacdo na intensidade
luminosa (Espindola Janior, 2006; Martins, 2006; Amaral, 2007). No entanto,
nas plantas de P. neochilus na face adaxial a densidade estomatica foi maior em
plantas cultivadas sob malha azul e na superficie abaxial, ndo foram observadas
diferencas entre as condigdes testadas. A maior freqiiéncia estomatica observada
na face adaxial em plantas sob telado azul indicam que o ambiente de cultivo
rico em comprimentos de onda na faixa do azul do espectro estimulou a
producdo de estdmatos na superficie superior das folhas de P. neochilus.

Tricomas glandulares e ndo glandulares foram verificados nas duas

superficies das folhas de P. neochilus (Tabela 3), havendo diferengas nas
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densidades observadas. Os tricomas tectores sdo pluricelulares, unisseriados e
recobertos com cuticula granulosa. Tricomas glandulares sdo apéndices
epidérmicos que ocorrem em muitos 0rgaos aéreos vegetativos e reprodutivos do
vegetal e podem secretar substancias lipofilicas. Geralmente sdo formados por
uma “cabeca” de células secretoras, uni ou multicelular ¢ um pedunculo ndo
glandular (Esau, 1977). O namero de células secretoras, niumero e o
comprimento da (s) célula (s) do pedunculo, a densidade, a localizagdo e o
arranjo destes tricomas na epiderme pode variar (Metcalfe & Chalk, 1950). Nas
plantas de P. neochilus os tricomas glandulares sdo do tipo capitado séssil,

capitado pedunculado e peltado (Figura 2).
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TABELA 3 Densidade de tricomas tectores (TT), glandulares capitados sésseis
(TGCS), glandulares capitados pedunculados (TGCP), glandulares
peltados (TGP) e tricomas glandulares totais (TGT) em plantas de
Plectranthus neochilus Schlechter em fung¢do dos tipos de
sombreamentos com malhas coloridas. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Densidade Sombreamentos

de tricozmas Pleno sol Malha azul Malha vermelha Malha preta
(mm®) (0%) (50%) (50%) (50%)

_IT 48,20b 51,80b 65,40a 71,10a

<

% TGCS 47,21b 46,74b 52,48b 84,87a

<=

g TGCP 24,19c 36,08b 27,06¢ 48,38a

]

= TGP - - - -

_IT 50,00b 62,40a 42,80b 71,00a

<

% TGCS 48,38b 59,04a 44,690 44.68b

=

g TGCP 25,01b 36,90a 36,08a 28,70b

]

= TGP 16,40a 13,14b 11,48b 10,67b
TGT 161d 192b 173c¢ 218a

Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente
pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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FIGURA 2 Eletromicrografia de varredura da superficie adaxial (A) sol, (B)
azul, (C) vermelho, (D) preto e abaxial (E) sol, (F) azul, (G)
vermelho, (H) preto. Tricoma tector (TT), tricoma glandular
capitado séssil (TGCS), tricoma glandular capitado pedunculado
(TGCP) e tricoma glandular peltado (TGP). Barra = 100pm. UFLA,
Lavras, MG, 2008.
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A presenca de tricomas glandulares peltados e capitados é uma
caracteristica marcante nas Lamiaceaes (Ascensdo et al., 1999; Fahn, 2000). Ao
contrario dos tricomas peltados, que tém grande uniformidade morfoldgica, os
tricomas capitados diferem em termos de caracteristicas morfoldgicas que
refletem diferentes processos secretores e, provavelmente, funcdes distintas
(Ascensdo et al., 1999).

Em plantas de P. neochilus a quantidade e a distribuigdo dos tricomas
ndo glandulares e glandulares foram praticamente homogéneas entre as duas
superficies. No entanto, os tricomas peltados ocorreram apenas na superficie
abaxial e em maior nimero nas plantas expostas a luz solar plena, ou seja, €
afetado apenas pela intensidade luminosa na face onde ocorre (Tabela 3). Na
espécie Plectranthus ornatus Codd também foram observados tricomas
glandulares peltados apenas na superficie abaxial das folhas, enquanto que os
tricomas glandulares capitados apresentaram-se abundantes e uniformemente
distribuidos em ambas as faces das folhas (Ascensdo et al., 1999).

Entretanto, Duarte & Lopes (2007) observaram a ocorréncia de tricomas
glandulares peltados nas duas superficies de Plectranthus neochilus, o que
diverge dos resultados obtidos no presente estudo. Satil & Kaya (2007)
estudaram a anatomia foliar e os tricomas presentes em espécies pertencentes ao
género Satureja L. (Lamiaceae) que se caracterizam por terem importincia
medicinal e economica devido ao 6leo essencial que produzem. Os autores
observaram que em todas as espécies estudadas havia tricomas ndo glandulares e
glandulares peltados e capitados nas duas faces das folhas.

Ascensao et al. (1999) citam que hd um certo consenso entre diversos
trabalhos sobre a produgao de 6leo essencial nas espécies da familia Lamiaceae,
nas quais a maior parte do 6leo essencial produzido ¢ atribuida ao contetido

verificado nos tricomas peltados. No entanto, nos seus estudos com P. ornatus,

115



esses pesquisadores observaram que os tricomas capitados e conoidais também
produziram quantidades significativas de 6leo essencial.

O teor de 6leo essencial ndo foi influenciado pela qualidade de luz, e
sim, pela intensidade. As maiores médias foram alcangadas em plantas
cultivadas sob sombreamento (Figura 3). Entre os fatores climaticos, a
temperatura e a luz solar, na maioria dos vegetais, sdo 0s que mais interferem
nos processos metabolicos da planta para a producdo e o acimulo de principios

ativos (Rodrigues, 2007).
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FIGURA 3 Teor de 6leo essencial em plantas de Plectranthus neochilus em
fun¢do dos tipos de sombreamentos com malhas coloridas. Médias
seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente pelo teste
de Scott-Knott (P<0,05). UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Os resultados para teor de 6leo essencial de P. neochilus sugerem que a
qualidade de luz ndo influenciou a produgdo do metabolito secundario, e sim, a
intensidade luminosa. Amaral (2007) relatou que ndo houve influéncia da
intensidade, tampouco da qualidade espectral, nos teores de 6leo essencial de
Mentha suaveolens. O estudo de Martins (2006) com Ocimum gratissimum L.
indicou que o teor de 6leo essencial nas plantas foi influenciado pela qualidade
de luz, em que as plantas cultivadas sob telado azul foram superiores aos demais
tratamentos (pleno sol, telado vermelho e telado azul), sendo verificada uma
producdo de 142% a mais de 6leo em relagdo ao tratamento com as menores
médias, pleno sol. Chagas (2007) constatou que a diminui¢do nos niveis de
irradidncia sobre plantas de Mentha arvensis L. ocasionou a redugdo nos teores
de 6leo essencial. Estes resultados apontam que ndo ha um consenso em relagao
as respostas apresentadas pelas plantas medicinais quanto a produgdo de 6leo
essencial, o que pode dever-se a grande variabilidade entre as espécies que
respondem aos estimulos ambientais de forma distinta.

Além da influéncia da luz, Amaral (2005) sugere que a diminui¢ao nos
teores de o6leo essencial em seu estudo com Chamomila recutita, poderia estar
relacionada a reducdo na densidade dos tricomas glandulares. Em P. neochilus
esta relagdo também ocorreu e a média do numero total de tricomas glandulares
nos tratamentos (Tabela 3) aumentou a medida que o teor de 6leo tornou-se
maior. No entanto, mais estudos seriam necessarios para confirmar esta relagéo.

Em relacdo a composi¢gdo quimica das amostras de oleo extraido das
folhas, os resultados indicaram algumas diferencas entre os constituintes

verificados (Tabela 4).
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TABELA 4 Composicdo quimica e porcentagem relativa dos constituintes do
6leo essencial de plantas de Plectranthus neochilus Schlechter em
funcdo dos tipos de sombreamentos com malhas coloridas. UFLA,

Lavras, MG, 2008.
IK Composto Pleno sol Azul _ Vermelho Preto
(%)
1102 Linalol - 1,31 1,15 -
1177 Mentol 1,79 3,70 3,51 1,29
1198 Metil Chavicol - 2,69 2,59 1,48
1419 B-Cariofileno 0,39 - - 1,74
1474 v-Muuroleno - - - 0,26
1480 Germacreno-D - - - 0,90
1495 Epi-Cubebol 2,24 2,77 2,52 2,39
1512 y-Cadineno 0,50 7,17 6,93 1,47
1515 Cubebol 4,97 - - 4,35
1518 6-Cadineno 2,31 - - 3,79
1521 Z-Calameno - - - 0,55
1561 E-Nerolidol 5,10 3,78 3,99 2,30
1577 Espatulenol - - - 1,00
1582 Oxido de 47,65 42,36 46,45 47,87
Cariofileno
1603 B-Oplopenona - - - 0,85
1610 Epoxido de 1,61 0,77 0,75 1,82
Humuleno 11
1628 1-Epi-Cubenol 2,25 1,52 1,36 1,68
1643 Cubenol 4,52 4,49 5,04 3,57
1655 a-Cadinol 3,73 4,45 4,62 3,21
1670 14-Hidroxi-9- 12,90 12,05 13,96 4,66
E-Cariofileno
- Nao 10,04 12,94 7,13 14,82
identificados
- Identificados 89,96 87,06 92,87 85,18

Houve predominéncia de sesquiterpenos em relagdo aos monoterpenos

em todas as amostras analisadas. Estes resultados sdo contrarios ao que

preconiza Simdes & Spitzer (2003), pois esses autores citam que os compostos

terpénicos mais freqiientes nos 6leos volateis sdo os monoterpenos (cerca de

90% da composig@o dos 6leos) e os sesquiterpenos.

Foram identificados apenas dois monoterpenos: mentol e linalol. A

porcentagem relativa do mentol nos tratamentos sob malhas coloridas foi



praticamente o dobro da verificada nas amostras do 6leo de plantas de P.
neochilus cultivadas a pleno sol e sob malha preta. O linalol foi encontrado
apenas nos tratamentos sob malhas azul e vermelha, enquanto que o mentol
ocorreu em todos os tratamentos. Este resultado sugere que, possivelmente, o
ambiente de cultivo enriquecido em comprimentos de onda na faixa do azul e do
vermelho do espectro induziu a produgdo de monoterpenos nos ambientes com
malhas coloridas.

A redugdo da irradiancia proporcionada pela malha preta, além de ter
induzido a formagdo de maior nimero de tricomas, promoveu maior nimero de
compostos sintetizados, indicando que essa condi¢do ambiental foi a mais
apropriada, dentre as testadas, para o cultivo de plantas de P. neochilus tendo em
vista a produgdo de o6leo essencial.

Entretanto, o composto majoritario foi 0 mesmo para todas as condigoes
de cultivo, ou seja, as plantas de P. neochilus produziram grandes quantidades
de oOxido de cariofileno, mais de 40% dos constituintes identificados. Nas
analises da composi¢do quimica do 6leo essencial de Ocimum gratissimum,
Martins (2006) citou que ndo houve influéncia da qualidade espectral sobre esta
variavel.

Castro et al. (2002) citam que o conteudo dos compostos secundarios nas
plantas é o resultado do balango entre a sua formacdo e a transformacdo
resultante do crescimento da planta devido, principalmente, a trés fatores:
genético, ambiental e técnicas culturais utilizadas. A composi¢do quimica de um
oleo volatil, extraido do mesmo 6rgdo de uma mesma espécie vegetal, pode
variar significativamente, entre outros fatores, em func¢ao das condicdes de

cultivo (Simdes & Spitzer, 2003).
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6 CONCLUSOES

As plantas de P. neochilus possuem alta plasticidade fenotipica na
anatomia foliar sob as condi¢des de cultivo utilizadas.

O teor de Oleo essencial ¢ maior nos ambientes que promovem
sombreamento.

A composi¢ao quimica do dleo essencial varia em fung¢do do ambiente

de cultivo.
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