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RESUMO GERAL

BRANT, Renata da Silva. Caracteristicas anatémicas, fisiolégicas e de dleos
essenciais de Melissa officinalis L. (Lamiaceae), em funcio da
adubacao organica, intensidade e qualidade de luz. 2008. 138 p. Tese
(Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito da adubagdo organica, da
intensidade e da qualidade de luz em caracteristicas fisiologicas, anatdmicas e de
6leos essenciais de Melissa officinalis L (experimentos I, I e III). Os
tratamentos dos experimentos consistiram em: emprego da adubacdo organica
com a aplicagdo de 0, 30, 60, 90 ¢ 120 t de esterco bovino.ha™ ¢ 15, 30, 45 e 60 t
de esterco avicola.ha™; emprego das intensidades de luz de 20%, 60% e 100%,
utilizando malhas termo-refletoras e emprego das malhas preta, azul, vermelha e
plantas sob pleno sol. No experimento I, os tratamentos que proporcionaram
maior crescimento das plantas com maior incremento de folhas secas, bem como
teor, rendimento de 6leo essencial e de citral de Melissa officinalis L. foram
aqueles com a aplicagdo de esterco bovino na dose de 60 t.ha™' e para o avicola
ocorreu nas doses de 30 ¢ 60 tha'. No experimento II verificou-se que as
caracteristicas fisiologicas indicaram que o uso do sombreamento por meio de
malhas termo-refletoras favorece o crescimento da planta. O emprego de 20% e
60% de intensidade luminosa proporcionou altas produgdes de biomassa seca de
folhas. Nao houve diferenca para teor do oleo essencial, enquanto o seu
rendimento foi maior sob sombreamento. Ja o teor de citral foi superior a 60%
de intensidade luminosa. Plantas submetidas a 20% de intensidade luminosa
tiveram maior quantidade de clorofila a e, portanto, maior razdo clorofila a/b. As
folhas de melissa a pleno sol e a 60% de luz tiveram células da epiderme na face
superior mais espessas, mas as cé¢lulas da epiderme da face inferior mostraram
caracteristicas encontradas em folhas de sombra, ou seja, mais finas. Quanto
maior a intensidade luminosa, maior o nimero de cloroplastos, porém, a pleno
sol, eles se apresentaram mais finos e com menor area. Os graos de amido de
plantas cultivadas sob 60% de intensidade luminosa mostraram maior area e
ocuparam a maior parte nos cloroplastos. No experimento 111, péde-se observar
que, a utilizacdo de malhas favoreceu o crescimento, independentemente da cor,
em relacdo a pleno sol. Para o 6leo essencial, sob a malha vermelha houve
menores teor ¢ rendimento, porém apresentou o maior teor de citral. Plantas

* Orientador: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA.



crescidas sob malha azul produziram maior contetdo de clorofila a, b e total. A
pleno sol, houve maior espessura de epiderme e do mesofilo, bem como em
quantidade de cloroplastos ¢ area de grdos de amido. A maior proporgao
ocupada pelos graos de amido nos cloroplastos foi sob a malha preta.

Palavras-chave: erva-cidreira-verdadeira, plantas medicinais e aromaticas,
clorofilas.
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GENERAL ABSTRACT

BRANT, Renata da Silva. Anatomical, physiological and essential oil
characteristics of Melissa officinalis L. (Lamiaceae), in function of
organic manure, intensity and quality of the light. 2008. 138 p. (Doctorate in
Agronomy/Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil. *

The objective was to evaluate the effect of the organic manure, light intensity
and quality in physiological and anatomical characteristics and essential oil of
Melissa officinalis L. The experiments treatment were: organic manure in 0, 30,
60, 90 and 120 t. ha™' cattle manure application and 0, 15, 30, 45 and 60 t. ha’!
chicken manure; 20%, 60% and 100% of light intensity using thermo-reflectors
shading nets and using black, blue and red shading nets and plants under full sun
light. In the first experiment, the treatments that had higher growth of the plants
with better increase of dry leaves as well as yield of essential oil and citral of
M.officinalis L. were with the application of cattle manure in the rate of 60 t.ha™
and the chicken manure in the rates of 30 and 60 t.ha™. In the second experiment
the physiological characteristics showed that using thermo-reflectors shading
nets increase the growth of the plant. At 20% and 60% of luminous intensity
occurred high productions of leaves dry biomass. There was no difference for
essential oil content, while its yield showed superior with cultivation under
shading, and the citral’s yield was more efficient at 60% light intensity. Plants
submitted at 20% of luminous intensity showed higher a chlorophyll and,
therefore, higher a/b chlorophyll ratio. Lemon balm’s leaves under total sun
light and 60% of light showed cells of upper face thicker, but its inferior cells
showed characteristics found in shaded leaves or thinner. As much as added the
availability of light, occurred higher chloroplasts number, however, under total
sun light it exhibited thinner, with small area. The starch grains of leaves grown
under 60% of luminous intensity showed higher area and occupied higher part
on chloroplasts. In the third experiment, was observed that the utilization of nets
favored the growth, independently of the color, in comparison with total sun
light. For essential oil, under red shading net had lower content and yield, but
it’s showed the higher citral’s content. Plants grew under blue shading net
showed higher a, b, and total chlorophyll content. At full sunshine had higher
thickness of epidermis and mesophyll, as well as in chloroplast quantity and

* Major Professor: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA.
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starch grains area. The major proportion occupied for starch grain on
chloroplasts was under black shading net.

Keywords: lemon balm, aromatic and medicinal plant and chlorophylls.
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CAPITULO I



1 INTRODUCAO GERAL

O interesse por plantas medicinais, ultimamente, vem crescendo muito e
em nivel mundial; a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) reconhece o valor
potencial das plantas medicinais ¢ recomenda aos paises membros a usarem
seus conhecimentos tradicionais sobre a medicina, incluindo o uso de plantas
medicinais como recurso terapéutico viavel (World Health Organization, WHO,
1987).

Com a expansado do uso de plantas medicinais e seus derivados, cresce a
necessidade de estudos cientificos de ambito farmacologico e terapéutico, e
consequentemente, estudos na area agronomica, para um cultivo em larga escala,
em moldes economicos, visando a produgdo de matéria prima em quantidade e

qualidade adequadas ao mercado.

A melissa ¢ uma espécie medicinal e aromatica bastante conhecida,
produzida em varios paises. No entanto, pesquisas envolvendo a espécie ainda

sdo incipientes e tendo isso em vista, o trabalho foi realizado.

Foram realizados trés experimentos, divididos em cinco artigos que
versam sobre alteracdes nas caracteristicas anatomicas, fisiologicas ¢ de 6leos
essenciais de plantas de Melissa officinalis L. submetidas a fontes e doses de
adubo organico, a intensidades de luz, utilizando malhas termo-refletoras e a
diferentes condigdes de qualidade e intensidade de luz, utilizando-se malhas

fotoconversoras.



2 REFERENCIAL TEORICO

Aspectos gerais de Melissa officinalis L.

Conforme Lorenzi & Matos (2002), a melissa também ¢é conhecida pelos
nomes populares: cidreira, erva-cidreira, cidreira-verdadeira, cidrila, melitéia,
cha-da-franca, limonete, salva-do-Brasil, erva-luisa, cha-de-tabuleiro ¢ melissa-
romana. Suas caracteristicas morfologicas sdo: herbacea perene, aromatica,
ramificada desde a base, ereta ou de ramos ascendentes, de 30-60 cm de altura,
nativa da Europa e Asia e cultivada no Brasil. Possui folhas membranéceas,
rugosas, de 3-6 cm de comprimento e flores de cor creme, dispostas em racemos
axilares, produzidas apenas nas regides de altitude do sul do pais. Multiplica-se
por estacas ou sementes.

Lorenzi & Matos (2002) ainda afirmam que € cultivada nas regides
temperadas como aromatizante de alimentos e para fins medicinais desde os
tempos remotos, tendo sido produzida no Brasil hd mais de um século. As suas
folhas e inflorescéncias sdo empregadas na forma de cha, de preferéncia com a
planta fresca, ¢ usado como calmante nos casos de ansiedade e insonia, bem
como medicacdo contra dispepsia, estados gripais, bronquite cronica, cefaléias,
enxaqueca, dores de origem reumatica, para normalizar as fungdes
gastrintestinais e, externamente, no tratamento de manifestagdes virais.

O cha de melissa possui acdo sedativa, tranqiiilizante e indutora do sono,

tendo um papel importante no controle da ansiedade (Sadraey et al., 2003).

Oleos essenciais

Os vegetais, além do metabolismo primario, responsavel pela produgdo
de celulose, lignina, proteinas e outras substancias que realizam suas principais
fungdes vitais, apresentam o chamado metabolismo secundério, do qual resultam

substancias as vezes produzidas em pequenas quantidades e responsaveis por



fungdes nem sempre bem definidas, nem por isso menos importantes. Dentre
estas, destacam-se as substincias volateis, que se difundem com facilidade a
partir da evaporacdo, constituindo um verdadeiro elo entre a fonte produtora e o
meio ambiente. Apesar de terem sido consideradas, por muito tempo, como
mero desvio das fungdes vitais da planta, elas sdo fundamentais para a inter-
relagdo dos organismos promovendo, assim, o equilibrio entre os reinos vegetal
¢ animal (Craveiro et al., 1981).

Estas substancias volateis, também denominadas de Oleos essenciais,
oleos etéreos ou esséncias, sdo misturas complexas e apresentam as
caracteristicas de volatilidade e baixo peso molecular. Normalmente, sao
liquidos de aparéncia oleosa, odoriferas, soltiveis em solventes organicos e em
agua tém solubilidade limitada (Simdes et al., 2004).

Geralmente sdo incolores ou amarelados. Sdo pouco estaveis
principalmente em presenca de ar, luz, calor, umidade e metais, sendo a maioria
opticamente ativos, propriedades estas usadas na sua identificagdo e controle de
qualidade (Pinto & Bertolucci, 2002).

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, oxidos, peroxidos, éteres,
furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e até compostos de enxofre. Na
mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes,
normalmente um deles é o composto majoritario, existindo outros em menores
teores e alguns em baixissimas quantidades (tragos) (Simdes et al., 2004).

A Internacional Standard Organization (ISO) define os 6leos essenciais
como produtos obtidos de partes das plantas por meio de destilagdo por arraste
de vapor d’agua, como também por prensagem do pericarpo de frutos citricos.
Devido & caracteristica do odor, os 6leos essenciais sdo muito utilizados por

varias industrias, como farmacéutica, cosmética, perfumaria, alimenticia e sdo



também utilizados em algumas terapéuticas, como a aromaterapia (Simdes et al.,

2004).

Composicio quimica de Melissa officinalis L. e seu 6leo essencial

Na sua composi¢ao quimica ¢ registrada a presenca de 6leo essencial rico
em citral, citronelal, citronelol, limoneno, linalol e geraniol, taninos, acidos
triterpendides, flavonodides, mucilagens, resinas e substancias amargas, bem
como glicosideos dos alcoois presentes no 6leo essencial (Lorenzi & Matos,
2002).

O citral (geranial + neral — Figura 1), seu componente majoritario, €
responsavel pela acdo relaxante (Sadraey et al., 2003). O mercado interno de
chas oferece R$ 11,00 (U$6,50) por quilo de folha seca (Blank et al., 2005),
enquanto que pelo seu 6leo essencial sdo pagos por R$23,50 (U$13,90) a cada
10 mL (Subhadra, 2007).

CHO OHC

GERANIAL NERAL

FIGURA 1- Principais substancias isoladas do 6leo essencial de melissa.



O o6leo essencial de melissa demonstrou agéo bacteriostatica quando
submetido a ensaios farmacologicos. Os seus taninos diferem dos normalmente
encontrados em outras plantas, atribuindo-se a estes, forte agdo virustatica,
principalmente sobre o Virus Herpes Simplex I causador do herpes labial

(Lorenzi & Matos, 2002).

Funcbes dos 6leos essenciais nas plantas

A riqueza dos metabodlitos secundarios em plantas é, pelo menos
parcialmente, explicavel pelo simples fato de os vegetais estarem enraizados no
solo e ndo poderem se deslocar e responderem ao meio ambiente pelas vias
possiveis aos animais. Os 6leos essenciais estdo associados a varias fungdes
necessarias a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, exercem papel
fundamental na defesa contra microorganismos e predadores e também na
atracdo de insetos e outros agentes fecundadores e resposta adaptativa a

condigdes do ambiente (Simdes et al., 2004).

Fatores que influenciam a producio de metaboélitos secundarios

Na dindmica de crescimento e desenvolvimento em seu ciclo fenologico,
as plantas medicinais e aromaticas podem apresentar alteragdes bioquimicas e
fisiologicas capazes de afetar a elaboragdo dos principios ativos, tanto no
aspecto quantitativo quanto qualitativo (Taiz & Zeiger, 2004).

Estas alteracdes ocorrem devido a varios fatores intrinsecos e
extrinsecos. Alguns autores os classificam em: fator genotipo (individuo,
populagdes, etc.), fator fisioldogico (estddios de desenvolvimento, ritmo
estacional, rotas metabolicas alternativas, hormoénios e estadio reprodutivo),
fator técnico de cultivo (como adubagdes, densidades de plantio,

consorciamento, etc.) e fator ecologico (pressdes de variagdes no clima, solos,



competidores, entre outros) (Dey & Harborne, 1997; Martins et al., 2000;
Simoes et al., 2004).

Adubaciao organica: influéncia no crescimento e nos teores de dleos
essenciais

Conforme Pinto & Bertolucci (2002), técnicas de cultivo podem ser
empregadas para a maximizacao da produgdo de principios ativos e a adubagao
organica representa uma boa opgao.

Neste contexto, as matérias-primas empregadas como fertilizantes
organicos podem ser de natureza vegetal (restos de culturas, outros restos de
vegetais e adubos verdes), animal (estercos e outros residuos de animais como
visceras e sangue) e de natureza mista, contendo residuos de vegetais e animais
— também denominado composto (Kiehl, 1985).

O esterco de bovinos ¢ bastante usado como adubo organico. Como de
quaisquer outros animais, a composicdo do esterco depende da alimentagdo.
Exclusivamente a pasto, o contetido de nitrogénio desses estercos ¢ menor do
que com suplementa¢do com concentrados. Como referéncia média, pode-se
considerar que, do total ingerido, cerca de 70% ¢ excretado pela urina ¢ 10 a
15% pelas fezes (Souza & Resende, 2006).

Sabe-se que o esterco avicola ¢ mais rico em nitrogénio que o de
ruminantes e suinos, ja que as aves nao produzem urina, eliminando-a junto com
as fezes. O esterco proveniente de criagdes intensivas de frangos e galinhas,
alimentados com ragdo, € rico em nutrientes, especialmente nitrogénio e fosforo
(Souza & Resende, 2006).

Maia (2006) observou que entre as doses de esterco bovino, para a
producdao de biomassa seca particionada (folhas, ramos e raizes) e total em
Hyptis suaveolens (Lamiaceac) a dose maxima 120 tha' forneceu um

incremento sem alcancar o maximo de producdo. J4 quando cultivadas com



diferentes doses de esterco avicola, a produgdo de massa seca da parte aérea das
plantas alcangou produgio méxima com a dose de 90 t.ha” para folhas e caules e
60 t.ha" para massa seca de raizes.

Silva et al. (2007) relatam que o maior teor de oleo essencial de
Baccharis trimera (Asteraceae) foi atingido na auséncia de adubo orgéanico e
aplicando-se 0%, 5%, 10%, 20% e 30% deste, houve teor de 0,09%, 0,045%,
0,059%, 0,07% e 0,064%. O autor explica os resultados, afirmando que a
carqueja € uma planta rastica que sobrevive em ambientes menos favoraveis e,
assim, produz maior quantidade de o6leo essencial. Porém, a produgdo de
biomassa aumentou linearmente em resposta aos acréscimos de adubo organico,
indicando maior rendimento de 6leo essencial por area.

Assim, Blank et al. (2007) aplicaram as doses de 0, 20, 40, 60 tha'! de
biofertilizante comercial e constataram que houve aumento linear nos
rendimentos médios de 6leo essencial de folhas secas de Cymbopogon citratus,

acrescendo-se as dose do adubo.

Intensidade da luz: influéncia na fisiologia, na anatomia e no teor de éleo
essencial

O desenvolvimento de uma planta pode ser regulado pela intensidade,
qualidade e duragdo da luz. As respostas de uma planta a luz sdo em geral,
denominadas fotomorfogénese, sendo o estimulo luminoso percebido por um
pigmento fotorreceptor (Taiz & Zeiger, 2004).

Larcher (2004) afirma que plantas que crescem sob forte radiagdo
apresentam folhas mais espessas, e, além disso, apresentam metabolismo mais
ativo; como conseqii€ncia, essas plantas apresentam maior produgdo de massa
seca, com maior conteudo energético.

Plantas de Hyptis pectinata (L.) Poit., Ocimum basilicum L.,

Rosmarinus officinalis L. e Salvia officinalis L. apresentaram actimulos mais



elevados de fitomassa seca de folhas quando cultivada sob sombrite em maiores
niveis de intensidade luminosa (Castrillo et al., 2005).

Silva et al. (2006), estudando Baccharis trimera (carqueja amarga),
verificaram que a intensidade de luz causou grandes modifica¢des na morfologia
interna e externa da planta. Conseqiientemente, houve diferengas na produgdo de
biomassa e no rendimento de 6leo essencial.

Com relacdo a aspectos anatdomicos, € caracteristico que folhas de sombra
tenham cloroplastos maiores, com desenvolvimento muito maior de grana do
que as folhas de sol de mesma planta (ha mais clorofila por cloroplasto, e a razdo
de clorofila b:a é maior). Todas estas mudancgas resultam de utilizagdo mais
eficiente de luz menos intensa e mais esverdeada, caracteristica de condi¢des de
sombra. Com mais clorofila por cloroplasto, os pigmentos disponiveis para
captar a luz e os centros fotoquimicamente ativos sdo mais numerosos. Além
disso, a razdo de clorofila b:a ¢ maior, ¢ a banda de absor¢do dos pigmentos
expande-se em dire¢do a parte verde do espectro (Taiz & Zeiger, 2004; Whatley
& Whatley, 1982).

Em Mikania glomerata, Castro et al. (2005) constataram que houve uma
diminui¢do na proporgdo da clorofila a/b com o aumento do sombreamento,
devido ao incremento da clorofila b.

Sabe-se que o tamanho e a espessura de uma folha podem ser
influenciados pela duragdo e pelo comprimento de onda da luz, mas as
diferengas na intensidade de irradidncia sdo os responsaveis pelas maiores
variacdes no tamanho da folha. Dentro de certos limites, quanto maior a
intensidade de irradiancia, menor e mais grossa sera a folha, embora a resposta
dependera da espécie. De maneira geral, folhas de sol sdo pequenas e grossas,
enquanto folhas de sombra sdo grandes e finas (Whatley & Whatley, 1982).

A estrutura interna das folhas de sol difere muito das folhas de sombra.

As folhas de sol contém muito mais camadas de células que as folhas de sombra;



as células do tecido paligddico estdo muito juntas umas das outras e sdo
alongadas em uma diregdo perpendicular a superficie da folha; os espagos
intercelulares da camada interior do meso6filo sdo pequenos; o sistema vascular ¢
extenso e as paredes celulares sdo grossas. Nas folhas de sombra, o tecido
paligadico € pouco desenvolvido ¢ os espacos intercelulares sdo grandes. A
epiderme superior da folha de sol é coberta por uma grossa camada de cuticula,
menos permeavel que aquela encontrada em folhas de sombra. Assim, se evita a
perda excessiva de agua por transpiragdo em luz solar direta, efeito muito

importante por reduzir a volatilizacdo rapida do 6leo essencial (Whatley &

Whatley, 1982).

Qualidade da luz: influéncia na fisiologia, na anatomia e no teor de éleo
essencial

Sabe-se que as plantas sdo capazes de perceber diferentes comprimentos
de ondas da radiacdo solar usando varios fotorreceptores (Maffei et al., 1999).
No entanto, pouco se sabe sobre sua interferéncia no metabolismo secundario e,
mais escasso ainda, como isto ocorre na fisiologia, genética e bioquimica do
vegetal.

No que concerne a fisiologia, os fitocromos ativam fatores transcricionais
que induzem respostas das plantas a luz. Desempenham algumas fungdes nos
vegetais, dentre as quais se destaca a capacidade que ele fornece as plantas de
perceberem o sombreamento por outras plantas. Nesse caso, a razdo luz
vermelha/vermelho-distante diminui, induzindo plantas de sombra a alocarem
maior parte de seus recursos para o crescimento em altura; tal comportamento ¢é
conhecido como “resposta de evitagdo da sombra” (Taiz & Zeiger, 2004).

Plantas crescidas sob malhas vermelhas apresentaram maior

comprimento das ramificacdes e, sob malhas azuis, apresentaram menor
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tamanho em relacdo a malha preta (neutra) (Oren-Shamir, 2001; Shahak et al.,
2004).

Antonious & Kasperbauer (2002), em pesquisas com cultivo de cenoura,
concluiram que, quando cultivadas sobre coberturas amarelas, foi detectado
maior teor de B-caroteno e vitamina C. Isso indicou que a reflexdo da luz pode
ter acdo direta no sistema de regulacdo do crescimento natural das plantas entre
caules e raizes, como também pode influenciar no rendimento e na composicao
quimica de cenoura.

Estudando caracteristicas fisioldgicas de mudas de Rhapis sob malha
preta, vermelha, azul e pleno sol, Meirelles et al. (2007) concluiram que os
diferentes tipos de malhas nao influenciaram no crescimento.

Existem evidéncias que a luz atua via fitocromo nos niveis de
monoterpenos em Satureja douglasii (Peer & Langenheim, 1998), sendo que a
luz vermelha estimula esses niveis.

Em estudos com Mikania laevigata e Mikania glomerata (Asteraceae),
Souza (2006) empregou malhas vermelha, cinza, azul e pleno sol e concluiu que,
para a primeira espécie, houve maior teor de 6leo essencial sob malha vermelha
e, para a segunda, sob malha azul. Para ambas, as plantas cultivadas a pleno sol
apresentaram os menores valores.

Martins (2006) verificou que, a pleno sol e sob malha azul, houve maior
largura dos cloroplastos de Ocimum gratissimum. E Souza et al. (2007)
encontraram maior area de cloroplastos de Mikania laevigata sob pleno sol e
malhas vermelha e azul. Ainda, Schuerger et al. (1997) asseguram que a luz azul
¢ importante na sintese de clorofila.

Conhecer as modifica¢des decorrentes do emprego de varias técnicas no
cultivo de melissa ¢ essencial para nortear o trabalho do produtor rural visando

maior eficiéncia no processo produtivo e o fornecimento de um produto de
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qualidade. E para os cientistas, os resultados das pesquisas culminardo em um

maior dominio do comportamento da espécie.
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CAPITULO 11

Fontes e doses de adubo orgénico no crescimento, teor e composicao de 6leo

essencial de melissa em cultivo protegido

BRANT, R.S.; PINTO, J.E.B.P. et al.

Preparado de acordo com as normas do periddico: Horticultura Brasileira.
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RESUMO

A adubacgdo organica ¢ bastante utilizada no cultivo de plantas medicinais e
aromaticas, sendo imprescindivel a realizagdo de pesquisas que verifiquem as
melhores fonte e dose para cada espécie, visando nortear o trabalho do produtor.
O objetivo no estudo foi avaliar diferentes fontes e doses de adubo orgénico no
crescimento, no teor ¢ na composi¢cdo do 6leo essencial de melissa em cultivo
protegido. Foram estabelecidos nove tratamentos e quatro repetigoes, sendo cada
parcela composta de quatro vasos (uma planta por vaso), dispostos em
delineamento em blocos casualizados (DBC). Os tratamentos foram: 0; 30; 60;
90 e 120 t de esterco bovino curtido.ha™ e 15; 30; 45 e 60 t de esterco avicola
curtido.ha™ em casa de vegetagdo. As caracteristicas avaliadas consistiram em:
biomassa seca de folhas, caules, parte aérea, raizes e total; razao raiz/parte aérea;
area foliar total; altura da parte aérea; teor, rendimento € composi¢do quimica do
oleo essencial. Os tratamentos que proporcionaram maior crescimento das
plantas com maior incremento de folhas secas, bem como teor, rendimento de
6leo essencial e citral de Melissa officinalis L., foram com a aplicag@o do esterco
bovino na dose de 60 t.ha" e esterco avicola, nas doses de 30 e 60 t.ha™.

Palavras-chave: Melissa officinalis L., planta medicinal e aromatica, citral.

ABSTRACT

Organic manure’s types and rates in growth, essential oil’s content and

composition of essential oil of lemon balm at green house
The organic manure is largely used in aromatic and medicinal plants and is

indispensable to accomplish researches that verify the best type and rate for each

species, looking for to lead the farmer’s work. The objective of this study was to
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verify the best type and doses of organic manure in growth, essential oil content
and composition of lemon balm in green house. Were established five treatments
and four repetitions, being each one made of four pots (one plant per pot),
disposed in completely blocks design (CBD). The treatments were: 0; 30; 60; 90
and 120 t of cattle manure.ha and 12; 30; 45 and 60 t of chicken manure.ha™.
The characteristics evaluated were: dry biomass of leaves, stems, aerial part,
roots and total; root/aerial part ratio; leaf area ratio; aerial part’s height; content,
yield and composition of the essential oil. The treatments that gave higher
growth of the plants with better increase of dry leaves, as well yield of essential
oil and citral of Melissa officinalis L. was application of cattle manure in the
dose of 60 t.ha™' and chicken manure in the doses of 30 and 60 t.ha™.

Keywords: Melissa officinalis L., aromatic and medicinal plant and citral.

1 INTRODUCAO

Originaria da Europa e Asia, a melissa (Melissa officinalis L. —
Lamiaceae) também ¢ conhecida pelos nomes populares: cidreira, erva-cidreira,
cidreira-verdadeira, cidrila, melitéia, cha-da-franca, limonete, salva-do-brasil,
erva-luisa, cha-de-tabuleiro e melissa-romana. Suas folhas e inflorescéncias sdo
empregadas na forma de cha, de preferéncia com a planta fresca, como calmante
nos casos de ansiedade e insonia e também como medicac¢do contra dispepsia,
estados gripais, bronquite crénica, cefaléias, enxaqueca, dores de origem
reumatica, para normalizar as fungles gastrintestinais e, externamente, no
tratamento de manifestagdes virais (Lorenzi & Matos, 2002).

Na composi¢do quimica do 6leo essencial foi registrada a presenca de
citral, citronelal, citronelol, limoneno, linalol e geraniol (Lorenzi & Matos,
2002). O citral ¢ o composto quimico majoritario do 6leo essencial de melissa,

sendo constituido pelos isomeros geranial e neral.
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O mercado interno de chas oferece R$ 11,00 (U$6,50) por quilo de folha
seca (Blank et al., 2005), enquanto que pelo seu o6leo essencial sdo pagos por
R$23,50 (U$13,90) a cada 10 mL (Subhadra, 2007).

De forma geral, a demanda por plantas medicinais ¢ aromaticas tem
aumentado no mundo. Assim, muitos produtores tém se aventurado no seu
cultivo, porém, poucos estdo obtendo éxito. Ha falta de informagdes a respeito
das técnicas de cultivo para cada regido, uma vez que algumas das espécies hoje
cultivadas no Brasil foram trazidas de outros paises, como ¢ o caso da melissa.
Por essa razdo, ¢ relevante o estudo do comportamento dessas espécies em
relacdo as praticas agrondmicas, por meio da domesticag@o e do cultivo (Chaves
et al., 2002).

Dentre as necessidades primarias de estudo, por se tratar de um fator
basico de produgdo, a adubacdo ocupa lugar de destaque, pois interfere
diretamente na producdo de biomassa e, geralmente, na produgido de metabolitos
secundarios. A adubacio organica, ainda, é dispensada especial atencdo, haja
vista que muitos preconizam que espécies medicinais devem ser adubadas
apenas com insumos organicos (Corréa et al., 2008). Como vantagens do uso da
adubag@o orgénica os efeitos condicionadores, os efeitos sobre os nutrientes e os
efeitos sobre os microrganismos do solo (Comissdo de Fertilidade do Solo do
Estado de Minas Gerais, CFSEMG, 1999).

Assim, Blank et al. (2007) aplicaram as doses de 0, 20, 40, 60 t.ha™ de
biofertilizante comercial e constataram que houve aumento linear nos
rendimentos médios de 6leo essencial de folhas secas de Cymbopogon citratus,
acrescendo-se as dose do adubo.

Com a utilizagdo das doses de 0, 200 e 400 g/m” de cobertura morta de
Brachiaria decumbens, o teor de 6leo essencial e de citral de Cymbopogon

citratus (Poaceae) ndo se alterou. Entretanto, houve crescente produgdo de
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massa seca & medida que se aumentou a dose, resultando em maior rendimento
de principio ativo por area (Koshima et al., 2003).

Morais (2006) estudaram a utiliza¢do das doses de 20, 40, 60, 80 ¢ 100 t
de cama de frango.ha” na producdo de linalol em folhas secas de Ocimum
basilicum (Lamiaceae). Verificaram que a dose de 78 t de cama de frango.ha™
proporcionou maior teor de linalol no gendtipo NSL — 6421-S3 e, para o
genotipo PI — 197442-S3 foi com o emprego de 94 t de cama de frango.ha™.

A aplicacdo de 30 a 50 t de esterco bovino.ha™ e de 15 a 30 t de esterco
avicola.ha” ¢ recomendada para a produgio de biomassa de espécies medicinais
(Pinto & Bertolucci, 2002). No entanto, trabalhos cientificos apontam que as
espécies respondem de forma variada quanto a produg@o de biomassa e de 6leos
essenciais, aplicando-se diferentes fontes e doses de adubo organico, sendo
caracteristica de cada uma a eficiéncia produtiva. Ademais, ndo existem
trabalhos indicando as melhores doses de esterco, com as diferentes fontes, para
caracteristicas de crescimento e produgdo de dleo essencial de melissa.

O objetivo neste estudo foi avaliar caracteristicas de crescimento e de
6leos essenciais de Melissa officinalis L. submetidas a fontes e a doses de adubo

organico em cultivo protegido.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido, em casa de vegetacdo, no municipio de
Lavras, situado na regido Sul do estado de Minas Gerais, a 918,87 metros de
altitude, latitude de 21°14°S e longitude de 45°00°W GRW. De acordo com a
classificacdo climatica de Kdppen, o clima regional ¢ do tipo Cwa, mas
apresenta caracteristicas de Cwb, com duas estagdes bem definidas, uma fria e
seca, de abril a setembro e outra quente ¢ umida, de outubro a margo (Brasil,

1992).
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Obtencao do material vegetal

As exsicatas da espécie em questdo estdo depositadas no Herbario ESAL
do Departamento de Biologia da UFLA e correspondem ao n° 22155.

As mudas de melissa foram produzidas a partir de uma planta matriz
utilizando-se microestacas apicais de 5 cm de comprimento e 2 mm de diametro
e postas para enraizar em bandejas de poliestireno de 128 células, contendo o
substrato comercial Plantmax®. Foram cultivadas em estufa com 60% de
sombreamento e, posteriormente, aclimatizadas por meio do aumento gradativo

da intensidade luminosa.

Condigoes climatolégicas durante a conducio do experimento
Os dados climatologicos da cidade de Lavras, MG foram fornecidos pela
Estacdo Climatologica do Departamento de Engenharia Agricola da UFLA e

estdo expostos na Tabela 1.

TABELA 1- Dados climatolégicos da cidade de Lavras, MG, no periodo de
agosto de 2006 a janeiro de 2007. UFLA, Lavras, MG, 2008.

MESES/ANOS Tx Tn Tméd. Prec.total UR. Insol.
AGOSTO/06 27,8 15,4 20,4 82,5 71,4 7,0
SETEMBRO/06 27,3 13,8 19,4 73,2 65,4 7,0
OUTUBRO/06 27,3 16,9 21,2 107,0 73,9 5,2
NOVEMBRO/06 28,0 17,4 21,3 262,0 77,1 5,9
DEZEMBRO/06 28,5 18,7 22,8 220,6 79,1 4.8
JANEIRO/07 27,6 18,7 22,1 554,7 87,0 3,0

Tx- Média mensal da temperatura maxima (° C)
Tn — Média mensal da temperatura minima (° C)
Tméd — Média mensal de Tx e Tn diarias (° C)
Prec. total — Precipitacdo total mensal (mm)

UR — Umidade relativa do ar média mensal (%)
Insol.- Insolagdo média mensal (horas)
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Instalacao do experimento

Em outubro de 2006, 144 mudas de 10 cm de altura foram
transplantadas para vasos de 10 L em casa de vegetagdo. A analise quimica do
solo resultou: pH em agua=5,5; P ¢ K disponiveis =1,7 ¢ 9 mg.dm™; Ca, Mg,
H+Al, Al, soma de bases, capacidade de troca catidnica efetiva e a pH 7,0=5,7;
0,7;: 1,2; 0,0; 6,4; 6,4 ¢ 7,6 cmol.dm™; indice de saturacao por bases ¢ indice de
saturacao de aluminio=84,3% e 0%; M.0.=3,0 dag.kg'l; P remanescente=7,2
mg.L"'; Zn, Fe, Mn, Cu, B e S=1,5; 31,1; 13,8; 1,1; 0,1 e 14,9 cmol.dm™.

A andlise quimica do esterco bovino resultou: pH em agua=8,2; P ¢ K
disponiveis =618 e 8.033 mg.dm’3; Ca, Mg, H+Al, Al, soma de bases e
capacidade de troca cationica a pH 7,0=6,9; 3,6; 0,89; 0,0; 31 ¢ 31,9 cmol.dm?;
indice de saturagdo por bases e indice de saturagdo de aluminio= 97,2% e 0%;
M.0.=90,49 dagkg'; Ca/Mg e Mg/K= 1,9 ¢ 0,2. A anélise quimica do esterco
avicola revelou: pH em 4gua=8,2; P e K disponiveis =1.080,5 ¢ 8.583 mg.dm™;
Ca, Mg, H+Al, Al, soma de bases e capacidade de troca catidnica a pH 7,0=2,4;
1,1; 0,77; 0,0; 25,4 e 26,5 cmol.dm™; indice de saturacdo por bases e indice de
saturacdo de aluminio= 97,1% e 0%; M.0.=14,5 g.drn'3; Ca/Mg e Mg/K=22¢
0,1.

Em delineamento de blocos casualizados (DBC) foram dispostos nove
tratamentos e quatro repeti¢des, sendo cada parcela composta de quatro vasos
(uma planta por vaso). Os tratamentos foram: 0; 30; 60; 90 e 120 t de esterco
bovino curtido.ha™ e 15; 30; 45 ¢ 60 t de esterco avicola curtido.ha”. Os valores
foram baseados na recomendag¢do de Pinto & Bertolucci (2002), de 30 a 50 t de
esterco bovino curtido.ha” ou 15 a 30 t de esterco avicola curtido.ha™, sendo
propostas doses abaixo e acima do recomendado para espécies medicinais. A
quantidade do esterco aplicada foi calculada em peso seco. A irrigacao foi

realizada até o solo atingir a capacidade de campo, trés vezes por semana.
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Avaliac¢oes de crescimento

As caracteristicas de crescimento avaliadas foram: altura da parte aérea,
biomassa seca de folhas, caules, parte aérea, raizes, total, razdo raiz/parte aérea,
area foliar total (AFT).

Apo6s 12 semanas de cultivo, realizou-se a medi¢do da altura da parte
aérea do colo até o apice do maior ramo por meio de uma régua. As plantas
foram coletadas no periodo da manha e, depois, as folhas foram destacadas dos
ramos. A determinagdo da area foliar foi realizada em quatro plantas
representativas de cada tratamento, em 100% das folhas, utilizando-se um
integralizador de area foliar MODEL LI-3100, Area Meter marca LICOR.

Posteriormente, as folhas e os caules foram colocados em sacos de papel
kraft e acondicionados em estufa de circulagdo for¢ada de ar, a 35°C, enquanto
as raizes foram lavadas e, depois de retirada a umidade excessiva, foram também
conduzidas a estufa. Depois de atingido peso constante, obtiveram-se suas

massas.

Extracao e identificacdo da composi¢ao quimica dos éleos essenciais

Para a extra¢do dos 6leos essenciais, as plantas sofreram uma triagem,
selecionando-se apenas as folhas sadias. Foi utilizado o método de
hidrodestilagdo em aparelho modificado de Clevenger. Dez gramas de folhas
secas foram colocadas em baldo volumétrico de 1.000 mL e acrescentado um
volume de 750 mL de agua destilada.

Apo6s a deteccdo de inicio de fervura, teve inicio a cronometragem.
Findo o periodo de extragdo de uma hora ¢ meia, o hidrolato, obtido de cada
hidrodestilagao foi submetido a parti¢ao liquido-liquido em funil de separagdo,
com trés por¢des de 25mL de diclorometano (cada por¢ao descansou por 20
minutos, totalizando 60 minutos por repeti¢do). As fracdes orgénicas de cada

repeticdo foram reunidas e secas com uma por¢do em excesso de sulfato de
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magnésio anidro. O sal foi removido por filtragdo simples e o solvente
evaporado, a temperatura ambiente, em capela de exaustdo de gases até alcangar
peso constante, obtendo-se o 6leo essencial purificado.

Diante da massa obtida, determinou-se o teor percentual do Odleo
essencial nas folhas: T% = massa do 6leo (g)/10g x 100. O rendimento foi
calculado pela férmula: R = biomassa seca total das folhas/planta (g) x massa do
oleo obtido (g)/10 g.

As amostras foram identificadas por meio de cromatdgrafo gasoso
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 (30 m comprimento x
0,25 mm didmetro interno x 0,25um de espessura do filme, composto de
fenilmetilpolisiloxano 5%) conectada a um detector quadrupodlo operando em
energia de impacto a 70 eV 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 injecdo foi de
0,2 uL (20% em CH,Cl,) em fluxo e temperatura de 60°C e 246°C, com aumento
de 3°C min™, ap6s 10°C min™' para 270°C, mantendo-se a temperatura final por 5
minutos. A identificagdo dos constituintes foi realizada por comparagio,
automatica ¢ manual, dos espectros de massas obtidos com os das bibliotecas
NIST/EPA/NHI (1998), por comparacdo dos espectros de massas ¢ indices de
retengdo (IR) com os da literatura (Adams, 2001) e co-injecdo com padrdes
auténticos. Os IR foram calculados a partir da co-injecdo com uma mistura de
hidrocarbonetos, C8—C32 (Sigma, EUA) e com a aplica¢ao da equagdo de Van
Den Dool & Kratz (1963).

As concentragdes relativas dos compostos foram calculadas a partir das

areas dos picos e expressas com valores aferidos nas trés analises.
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Analise estatistica
A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo programa
SISVAR® versdo 4.3. As médias dos tratamentos foram submetidas a andlise de

variancia pelo teste de F (P<0,05) e a analise de regressao (Ferreira, 1999).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
As plantas de melissa responderam muito bem a adubagdo organica e
houve ajuste quadratico para todas as caracteristicas de crescimento. De modo

geral, pode-se afirmar que as maiores doses dos adubos organicos

proporcionaram maiores resultados para a produgao de biomassa seca (Figura 1).
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FIGURA 1- Biomassa seca de folhas (A, E), caules (B, F), parte aérea (C, G) e
raizes (D, H) de Melissa officinalis L. por planta (gramas),
cultivadas em vasos com 0; 30; 60; 90 e 120 t de esterco bovino.ha
1 15; 30; 45 ¢ 60 t de esterco avicola.ha, em casa de vegetagao.
*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F. UFLA,
Lavras, MG, 2008.
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A produgdo de biomassa seca de folhas foi maior com a aplicacdo de 90
t de esterco bovino.ha™. Quando se utilizou esterco avicola, a maior resposta foi
obtida com 45 t.ha™'. Os pontos de maximo para a esta caracteristica em melissa
foram atingidos com a aplicagdo de 83 t de esterco bovino.ha™ e 49 t de esterco
avicola.ha”. Esta dosagem de esterco avicola é muito inferior & de bovino e isto
se deve ao fato de o esterco avicola ser mais rico na sua composi¢ao quimica.

Sales (2006), avaliando adubo bovino, concluiu que as doses de 60; 90 e
120 t .ha' favoreceram a producio de fitomassa de folhas de Hyptis
marrubioides (Lamiaceae). J& a dosagem de 30 tha’' apresentou resultado
inferior as demais.

Quanto a biomassa caulinar de melissa, as doses de esterco que
proporcionaram maiores resultados foram semelhantes a caracteristica citada de
folhas (Figura 1).

Para a biomassa seca da parte aérea de melissa, o maior valor encontrado
para o esterco bovino foi com a aplicagdo de 90 t.ha”. J& o esterco avicola
apresentou maiores valores quando foram utilizadas as doses de 45 ¢ 60 t.ha™.
Observou-se que a testemunha apresentou crescimento da parte aérea inferior as
plantas de melissa adubadas com fertilizante orgénico mostrando ser uma

espécie responsiva a este fator de produgdo (Figura 2).

27



FIGURA 2- Plantas de Melissa officinalis L. cultivadas em vasos com 0; 30(b);
60(b); 90(b) e 120(b) t de esterco bovino.ha™'; 15(a); 30(a); 45(a) e
60(a) t de esterco avicola.ha'!, em casa de vegetagdo. UFLA,
Lavras, MG, 2008.
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A comparacdo entre os resultados de biomassa seca de folhas, caules e
parte aérea revelou um crescimento interessante das plantas de melissa, com
acréscimo de esterco avicola. A dose de 45 t.ha™ apresentou maior eficiéncia na
conversdo de nutrientes e assimilados para folhas do que para a produgdo de
caules. Ao aumentar a dose para 60 t de esterco.ha”', aumentou a biomassa de
caules em detrimento de folhas (Figural).

Ja Silva (2005), trabalhando com Aloysia triphylla (Verbenaceae),
avaliou as seguintes doses de adubo bovino: 0; 30; 60; 90 e 120 t.ha” e concluiu
que, a medida que se aumenta a dose do adubo, ha uma resposta linear em
producdo de biomassa seca de folhas, caules e raizes.

A biomassa radicular de melissa apresentou a mesma tendéncia de
resposta para a producdo de biomassa dos demais o6rgdos da planta (Figura 1),
obtendo-se maior valor ao aplicar 90 t de esterco bovino.ha" e 45 t de esterco
avicola.ha™. Isso, provavelmente se deve ao fato de essas doses conterem
quantidades adequadas dos nutrientes requeridos pela espécie, promovendo um
bom crescimento dos 6rgaos da planta.

As doses de 90 t de esterco bovino.ha™ e 45 t de esterco avicola ha™,
proporcionaram, em relagdo a testemunha, um aumento médio na produgdo de
biomassa da parte aérea e de raizes de melissa de 701% e 1.595% e 993% e
1.468, respectivamente.

Para a produgio de biomassa seca particionada (folhas, ramos e raizes) e
total em Hyptis suaveolens (Lamiaceae) entre as doses de esterco bovino, Maia
(2006) observou que a dose maxima 120 tha” forneceu um incremento sem
alcancar o maximo de produgdo. Ja quando cultivadas com diferentes doses de
esterco avicola, a producdo de massa seca da parte aérea das plantas alcangou
producdo maxima com a dose de 90 t.ha™' para folhas e caules e 60 t.ha™ para

massa seca de raizes. Concluiu o autor que as doses de esterco avicola
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possibilitaram maior produgdo de massa seca de folhas que na produgdo de
massa seca de caules e raizes. E, ainda, que a dose de 90 t de esterco avicola.ha™
proporcionou a produ¢do maxima de biomassa seca total e a grande contribuigdo
foi da massa seca de folhas.

Na biomassa seca total de melissa, a dose de 90 t de esterco bovino.ha™
proporcionou a maior média para esta fonte adubo orgénico, enquanto que para
esterco avicola foi com a aplicagdo de 45 t de esterco avicola.ha™. Isto é
atribuido as altas producdes de biomassa de todos os 6rgdos da planta que,
somados, originou altos valores da biomassa total (Figura 3). Deve-se enfatizar
que este desempenho do adubo bovino, de alta producdo de biomassa total deve-

se a expressiva producdo de raizes ocorrida nesse tratamento (Figura 1).
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FIGURA 3- Biomassa seca total (gramas) (A, E), relacdo raiz/parte aérea (B, F),
area foliar total (AFT = dm®) (C, G) e altura da parte aérea (cm) (D,
H) de Melissa officinalis L., cultivadas em vasos com 0; 30; 60; 90
e 120 t de esterco bovino.ha; 15; 30; 45 e 60 t de esterco
avicola.ha”!, em casa de vegetacdo. *Significativo a 5% de
probabilidade pelo teste de F. UFLA, Lavras, MG, 2008.
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Analisando-se as fontes de esterco isoladamente, bovino e avicola, pode-
se inferir que, de modo geral, o comportamento foi semelhante. A medida que se
aumentaram as doses, ocorreu incremento da producdo de biomassa até a
penultima dose e, posteriormente, uma redugdo. A utilizagdo das doses mais
elevadas das duas fontes de esterco pode ter causado um desbalango nutricional
nas plantas, justificando, assim, a diminuicao da biomassa seca.

Corroborando com os resultados de melissa, Vasconcelos et al. (2004)
estudando aplicagdo de doses de NPK, verificaram um aumento de biomassa
verde e seca de melissa @ medida que se acrescem as doses, até determinada
quantidade. Apds isto, ocorreu uma redugdo no ganho de biomassa.

A relagdo raiz/P.A. de melissa apresentou diferenca entre os tratamentos.
O maior valor foi encontrado quando se utilizou a dose de 90 t de esterco
bovino.ha”, mostrando maior alocagio de assimilados para a raiz. Ji para o
esterco avicola este indice pouco variou (Figura 3). Isso pode ter ocorrido
devido a estrutura fisica do esterco bovino ser mais poroso.

A area foliar total (AFT) foi afetada pela dose do adubo orgénico.
Aplicando-se a dose de 90 t de esterco bovino.ha™ houve maior média, enquanto
para o adubo orgéanico avicola, as maiores doses proporcionaram o0s maiores
valores (45 e 60 tha), o que se deve, provavelmente, & maior quantidade de
nitrogénio presente nesta fonte. Os menores valores foram observados quando as
plantas de melissa foram cultivadas com auséncia de adubag@o.

Resultados semelhantes foram encontrados por Benincasa et al. (1980)
que encontraram menor area foliar e biomassa seca da parte aérea de Euphorbia
tirucalli (Euphorbiaceae) em plantas cultivadas com pouca matéria organica.

Ja plantas de Pfaffia glomerata (Amaranthaceae) cultivadas com as
mesmas doses de esterco avicola desta pesquisa apresentaram tendéncia de
aumento da area foliar com o aumento da dose, porém, a partir da dose 30 tha',

ndo houve diferenga entre os tratamentos (Guerreiro, 2006). Resultados esses
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divergentes dos encontrados nesse trabalho, uma vez que os maiores valores
foram encontrados justamente nas doses subseqiientes a de 30 t de esterco
avicola.ha™.

O esterco bovino pouco influenciou na altura de plantas de melissa
(Figura3). Ja os resultados obtidos por Ferreira (2003) mostram que doses
crescentes de esterco bovino proporcionaram aumento linear na altura de
Catharanthus roseus L. (Apocynaceae). Por outro lado, com a utilizagdo de 45 t
de esterco avicola.ha™ houve valor superior as demais doses desta fonte. Assim,
salienta-se que plantas mais altas favorecem as operacdo da colheita e, além
disso, o arejamento entre as plantas € maior, diminuindo, assim, a incidéncia de
doengas.

Analisando-se as composi¢cdes dos adubos orginicos e os nutrientes
quantificados na analise foliar das folhas de melissa, € possivel fazer algumas
inferéncias.

Observou-se superioridade na quantidade de nutrientes no esterco bovino,
excetuando os nutrientes fosforo e potassio. O P e K sdo macronutrientes e
requeridos em alta quantidade pelas plantas (Malavolta, 1979). A maior
disponibilidade desses nutrientes no esterco avicola pode ter favorecido a
produgdo de biomassa seca de melissa.

E sabido, também, que o esterco avicola possui quantidades de N muito
superiores as do esterco bovino. E, de forma geral, foram verificados maiores
teores de nitrogénio nas folhas de melissa, oriundas de plantas adubadas com o
primeiro, em relagdo as adubadas com esterco bovino (Tabela 2). Este nutriente
¢, por exceléncia, o mais requerido para a producdo de biomassa (CFSEMG,
1999).

Outrossim, Amaral (2005), trabalhando com Chamomila reticulita
(Asteraceae), ao utilizar a adubacdo orgéanica com maior dose de N, encontrou

maior massa seca de plantas e nimero de capitulos abertos.
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TABELA 2- Nutrientes das folhas de Melissa officinalis L., cultivadas em vasos

com 0; 30; 60; 90 e 120 t de esterco bovino.ha™'; 15; 30; 45 ¢ 60 t
de esterco avicola.ha”, em casa de vegetagdo. UFLA, Lavras, MG,

2008.

ppm  ppm ppm  ppm  ppm

Tratamento %N %P %K %Ca %Mg %S B Cu Mn Zn Fe
0 1,67 0,17 2,20 1,55 0,29 0,30 489 16,8 20,3 25,5  600,9

30 bovino 1,22 0,18 2,41 1,47 023 022 54,7 139 12,6 243 7744
60 bovino 1,15 0,21 2,60 1,33 0,22 0,21 552 143 15,6 23,2 4217
90 bovino 1,75 0,25 2,68 1,09 043 0,26 49,9 16,5 16,8 36,7 645,88
120 bovino 1,39 0,23 2,69 1,28 041 0,25 69,5 16,1 26,8 38,5 1446,7
15 avicola 2,01 0,25 2,51 1,64 045 025 556 182 17,8 42,6 1626,1
30 avicola 1,40 0,28 2,69 1,18 0,34 0,23 82,8 158 20,0 32,6 3333
45 avicola 1,87 0,24 2,40 1,28 0,39 0,26 539 18,1 13,4 30,0 9883
60 avicola 248 0,12 2,55 145 043 034 57,7 24,6 13,9 36,0 6178

As respostas de crescimento avaliadas em plantas de melissa apontaram

muitas diferencas quando adubadas com diferentes fontes e doses de esterco. Do

mesmo modo, o contetido de dleo essencial também sofreu variagdes (Figura 4).
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FIGURA 4- Teor (%) (A, C) e rendimento de 6leo essencial (g.folhas secas da
planta™) (B, D) de Melissa officinalis L., cultivadas em vasos com
0; 30; 60; 90 ¢ 120 t de esterco bovino.ha; 15; 30; 45 ¢ 60 t de
esterco avicola.ha”, em casa de vegetacio. *Significativo a 5% de
probabilidade pelo teste de F. UFLA, Lavras, MG, 2008.

O teor e o rendimento de oOleo essencial de folhas de melissa
apresentaram ajuste cubico e o maior valor observado com a utilizagdo do
esterco bovino foi no cultivo das plantas com 60 t.ha” e para o esterco avicola
foi com 30 t.ha”. Os valores mais baixos ocorreram nos tratamentos: 0; 90 t de
esterco bovino.ha™ e 45 t de esterco avicola.ha™.

Os tratamentos que, de modo geral, apresentaram maiores resultados de
biomassa seca aérea para as diferentes fontes- 90 t de esterco bovino.ha™ e 45 t
de esterco avicola.ha™ - apresentaram os menores teores e rendimento de 6leo
essencial e de citral (Figuras 1 e 4 e Tabela 3). Isto pode ser explicado pelo
“efeito de diluicdo”. Gil et al. (2003) verificaram que, quando a biomassa aérea

de Aloysia triphylla (Verbenaceae) foi alta, as concentragdes médias de 6leo

35



essencial cairam em folhas e flores. Os autores explicaram que isto ¢ devido as
diferengas entre as taxas de crescimento de biomassa e sintese do 6leo essencial.
Este fenomeno pode ter ocorrido com plantas de melissa.

Chaves et al. (2002), estudando Lippia sidiodes (Verbenaceae),
aplicaram 0; 15; 30; 45 ¢ 60 t.ha” de esterco de aves e observaram que, a medida
que se aumentou a dose do adubo organico, houve maior producao de biomassa
seca. Por outro lado, o maior rendimento de Oleo essencial foi encontrado
aplicando-se 15 tha” de esterco de aves, tendo ocorrido redugio paulatina do
metabolito secundario acrescendo-se as doses.

Silva et al. (2007), ao avaliar as doses de 0%; 5%; 10%; 20% e 30% de
adubo orgéanico no cultivo de Baccharis trimera (Asteraceae) verificaram que na
auséncia do adubo houve menor teor do 6leo essencial, porém o rendimento
cresceu 2 medida que aumentou a concentragao de adubo orgénico no solo.

Trabalhando com Hyptis suaveolens (Lamiaceae), Maia (2006) aplicou
as doses de esterco bovino: 0; 30; 60; 90 e 120 t.ha™' e de esterco avicola: 0; 15;
30; 60 ¢ 90 tha'. Os resultados apontaram que os maiores teores de 6leo
essencial foram encontrados aplicando-se 120 t de esterco bovino.ha™ (com
aumento progressivo até esta dose) e 60 t de esterco avicola.ha”. Apesar de ser
da mesma familia de melissa, os resultados foram divergentes, mostrando, mais
uma vez, que cada espécie medicinal e aromatica se comporta de maneira

diferente.
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TABELA 3- Composi¢do quimica e percentagem relativa da area do oleo
essencial de Melissa officinalis L. (%) cultivadas em vasos com 0;
30(b); 60(b); 90(b) ¢ 120(b) t de esterco bovino.ha™; 15(a); 30(a);
45(a) e 60(a) t de esterco avicola.ha', em casa de vegetagio.
UFLA, Lavras, MG, 2008.

Esterco bovino

Esterco avicola

Composto
IK quimico 0 30b 60b 90b  120b  15a 30a 45a 60a
1141 desconhecido 0 4,86 0,5 0,5 0,55 033 063 1,13 0
1152 citronelal 2,04 3,77 1,44 222 0,55 051 083 1,55 0
angelato de
1193 prenila 2,76 0,50 0,50 0,0 0,77 0,73 086 1,12 0,49
1240 neral ,so 696 11,79 2,16 2324 17,52 18,87 9,33 2575
1270 geranial 582 17,40 31,56 6,72 40,69 3842 37,63 20,53 4221
epoxi-linalol
(isdmero
1278 desconhecido) 12,60 8,81 322 6,38 1,62 1,90 230 452 2,50
epoxi-linalol
(isdbmero
1283 desconhecido) 13,46 583 1,71 853 0,84 142 1,35 2779 1,36
1296 desconhecido 0 3,07 1,89 0 0,81 0,6 1,98 221 0,34
acetato de
1363 nerila 39,36 10,34 14,99 36,96 1,77 240 921 27,61 6,49
trans-6-
hidroxi-
1374 terpineol 3,90 0,5 6,04 434 9,06 9,81 1,84 2,59 433
1404 desconhecido 2,50 10,55 5,94 0,5 2,58 2,12 538 545 1,26
1426 desconhecido 2,66 499 1,92 284 054 051 093 198 0,22
1529 desconhecido 734 1145 648 851 1,18 092 293 535 037
oxido de
1585 cariofileno 1,94 7,85 3,61 1,86 280 9,11 430 992 11,08
Total 83,38 61,96 74,86 69,17 81,34 81,82 77,19 79,96 94,21

O teor de citral foi maior com a aplicagdo de 120 t de esterco bovino.ha™

e 60 t de esterco avicola.ha'. J4 as concentracdes de citronelal variaram

conforme a fonte ¢ a dose do adubo organico. A aplicagdo de 30 t de esterco

bovino.ha™ proporcionou o maior teor desse composto, enquanto que com a
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utilizacdo de 60 t de esterco avicola.ha” houve auséncia do citronelal no 6leo

essencial de melissa.

4 CONCLUSOES

Os tratamentos que proporcionaram maior crescimento das plantas com
maior incremento de folhas secas, bem como teor, rendimento de 6leo essencial
e citral de Melissa officinalis L., foram com a aplicagdo do esterco bovino na

dose de 60 t.ha™' e esterco avicola, nas doses de 30 e 60 t.ha™.
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CAPITULO III
Caracteristicas fisiologicas de crescimento, quantidade e qualidade do déleo
essencial de Melissa officinalis L. cultivada sob malhas termo-refletoras em
diferentes intensidades luminosas

BRANT, R.S.; PINTO, J.E.B.P. et al.

Preparado de acordo com as normas do periodico: Revista Brasileira de Plantas

Medicinais.
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RESUMO

A luz é um fator determinante no crescimento e no desenvolvimento das
espécies vegetais e, com relagdo ao metabolismo secundario, esse fator se torna
ainda mais relevante. Este estudo foi realizado com o objetivo de caracterizar as
variagoes fisioldgicas de crescimento e a quantidade e qualidade do oleo
essencial de plantas de melissa crescidas a 20%, 60% e 100% de intensidade
luminosa, com o emprego de malhas termo-refletoras. Para a andlise fisiologica
de crescimento e da quantidade do 6leo essencial, as plantas foram dispostas em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés niveis de luz e sete
repetigdes, sendo cada parcela composta de dois vasos (uma planta por vaso); a
analise de qualidade foi realizada a partir de amostra composta do o6leo
essencial. As caracteristicas fisiologicas indicaram que o uso do sombreamento
por meio de malhas termo-refletoras favorece o crescimento da planta. O
emprego de 20% e 60% de intensidade luminosa proporcionou altas produgdes
de biomassa seca de folhas. Nao houve diferenca para teor do 6leo essencial,
enquanto o seu rendimento foi maior sob sombreamento. Ja o teor de citral foi
superior a 60% de intensidade luminosa.

Palavras-chave: planta medicinal; luz; aluminet®; citral.
ABSTRACT
Physiological characteristics of growth, essential oil’s quantity and quality
of Melissa officinalis L. cultivated under thermo-reflectors shading nets in

different luminous intensities

The light is a determinant factor on growth and development of vegetable

species and, relating to secondary metabolism this factor becomes more relevant.
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The objective of this study was to characterize the physiological variations
growth and the quantity and quality of the essential oil of lemon balm’s plants,
grown under 20%, 60% and 100% of luminous intensity, using thermo-reflectors
shading nets. For the physiological analysis growth and essential oil quantity
the plants were disposed at completely randomized design (CRD), with three
levels of light and seven replications, composed by two pots (one plant per pot)
and the quality of the essential oil was made by a composed sample. The
physiological characteristics showed that using thermo-reflectors shading nets
increase the growth of the plant. At 20% and 60% of luminous intensity
occurred high productions of leaves dry biomass. There was no difference for
essential oil content, while its yield showed superior with cultivation under
shading, and the citral’s yield was more efficient at 60% light intensity.

Keywords: medicinal plant; light; aluminet®; citral.

1 INTRODUCAO

Conhecida popularmente no Brasil como melissa ou erva-cidreira-
verdadeira, a Melissa officinalis L. (Lamiaceae) ¢ uma planta perene, herbacea,
que pode atingir de 30 a 100 cm de altura, ramificando-se a partir da base,
formando touceiras. As folhas sdo verde-escuras na face superior e verde-claras
na face inferior, com 5 a 8 cm de comprimento (Hertwig, 1986). E originaria da
Europa e Asia (Lorenzi & Matos, 2002).

O ché de melissa possui agdo sedativa, tranqiiilizante e indutora do sono,
tendo um papel importante no controle da ansiedade. O citral, seu componente
majoritario, ¢ responsavel pela acdo relaxante (Sadraey et al., 2003). O mercado
interno de chas oferece R$ 11,00 (U$6,50) por quilo de folha seca (Blank et al.,
2005), enquanto que pelo seu 6leo essencial sdo pagos por R$23,50 (U$13,90) a
cada 10 mL (Subhadra, 2007).
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Considerando a importancia de um material vegetativo com padrdo de
qualidade, ¢ fundamental pesquisar as diferentes técnicas de cultivo que
influenciam na produgdo dos metabolitos secundarios pelas plantas. De forma
que a aten¢do nao deve ser voltada apenas para o crescimento vegetal, mas
também a obtengdo do principio ativo.

No que tange ao cultivo protegido, as telas de sombreamento tém sido
empregadas, principalmente, como solugdo de menor custo econémico, visando
niveis adequados de luz. O fabricante afirma que as malhas termo-refletoras,
recentemente lancadas no mercado brasileiro, por serem revestidas de aluminio e
terem fios retorcidos, fazem com que a temperatura do ambiente abaixe de 10%
a 20%, fornecendo, em média, 15% de luz difusa ao ambiente, ndo afetando os
processos fotossintéticos, promovendo, ainda, o sombreamento.

A luz controla o desenvolvimento das plantas, sendo um fator muito
importante do meio ambiente em plantas superiores. Fator eletivo, influencia a
expressao génica por meio da fotossintese (intensidade) (Felippe, 1986).

Silva et al. (2006), estudando Baccharis trimera (carqueja amarga),
verificaram que a intensidade de luz causou grandes modificagdes na morfologia
interna e externa da planta. Conseqiientemente, houve diferencgas na producédo de
biomassa e no rendimento de 6leo essencial.

Em Thymus vulgaris (tomilho), a concentragao total do 6leo foi mais alta

em plantas cultivadas a 100% de intensidade luminosa ¢ diminuiu com o
decréscimo no nivel da intensidade. Dos 19 compostos comparados nos varios
tratamentos de intensidade de luz, a maioria diminuiu com os decréscimos dos
niveis de luz. O timol, composto majoritario, foi aproximadamente 10% mais
alto em plantas submetidas a 100% de intensidade luminosa do que a 27% (Li et
al., 1996).

Pode-se observar que as espécies se comportam de variadas formas

quando submetidas a diferentes intensidades luminosas. Assim, ¢é de
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fundamental importancia conhecer o efeito da radiacdo sobre varios aspectos da
produgdo de melissa.

Vislumbrando a necessidade desse conhecimento, o objetivo da
realizacdo deste estudo foi avaliar o comportamento fisioldgico e a produgdo de
Oleos essenciais de plantas de Melissa officinalis L, cultivadas sob diferentes
intensidades luminosas, com a utilizagdo de malhas termo-refletoras

(Aluminet®).

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Horto Medicinal do Departamento de
Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O municipio de
Lavras esta situado na regido Sul do estado de Minas Gerais, a 918,87 metros de
altitude, latitude de 21°14’S e longitude 45°00°'W GRW. De acordo com a
classificagdo climatica de Koppen, o clima regional ¢ do tipo Cwa, mas
apresenta caracteristicas de Cwb, com duas estagdes bem definidas, uma fria e
seca, de abril a setembro, ¢ outra quente ¢ umida, de outubro a marco (Brasil,

1992).

Obtenc¢ao do material vegetal

As exsicatas da espécie estudada estdo depositadas no Herbario ESAL,
do Departamento de Biologia da UFLA e correspondem ao n°® 22155.

As mudas de melissa foram produzidas a partir de uma planta matriz
utilizando-se microestacas apicais de 5 cm de comprimento e 2 mm de diametro
e postas para enraizar em bandejas de poliestireno de 128 células, contendo o
substrato comercial Plantmax®. Foram cultivadas em estufa com 60% de
sombreamento e, posteriormente, aclimatizadas por meio do aumento gradativo

da intensidade luminosa.
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Condigoes climatolégicas durante a conducao do experimento

Os dados climatolégicos da cidade de Lavras, MG foram fornecidos pela
Estacdo Climatologica do Departamento de Engenharia Agricola da UFLA e
estdo expostos na Tabela 1 e a temperatura média incidente nas plantas de

melissa sob as diferentes intensidades luminosas sdo mostrados na Tabela 2.

TABELA 1- Dados climatologicos da cidade de Lavras, MG, no periodo de
agosto de 2006 a janeiro de 2007. UFLA, Lavras, MG, 2008.

MESES/ANOS Tx Tn Tméd.  Prec.total UR. Insol.
AGOSTO/06 27,8 15,4 20,4 82,5 71,4 7,0
SETEMBRO/06 27,3 13,8 19,4 73,2 65,4 7,0
OUTUBRO/06 273 16,9 21,2 107,0 73,9 52
NOVEMBRO/06 28,0 17,4 21,3 262,0 77,1 5,9
DEZEMBRO/06 28,5 18,7 22,8 220,6 79,1 4.8
JANEIRO/07 27,6 18,7 22,1 554,7 87,0 3,0

Tx- Média mensal da temperatura méxima (° C)
Tn — Média mensal da temperatura minima (° C)
Tméd — Média mensal de Tx e Tn diarias (° C)
Prec. total — Precipitacdo total mensal (mm)

UR — Umidade relativa do ar média mensal (%)
Insol.- Insolagdo média mensal (horas)

TABELA 2- Temperatura média local sob 20%, 60% e 100% de intensidade
luminosa, utilizando malhas termo-refletoras. UFLA, Lavras, MG,

2008.

Tratamento T méd. (°C)
20% 28
60% 29

100% 31
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Instalacao do experimento

Em outubro de 2006, 42 mudas de 10 cm de altura foram transplantadas
para vasos de 5 L, contendo solo, areia e esterco bovino (2:1:1).
Foram estabelecidos trés tratamentos e sete repeticdes, sendo cada parcela
composta de dois vasos (uma planta/vaso), dispostos conforme o delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Os tratamentos foram caracterizados pela
disponibilidade de radiagdo solar incidente: 20%, 60% e 100% de intensidade de
luz (pleno sol). O controle foi realizado por meio de tela Aluminet®, com
especificacdo comercial de 80% e 40% de interceptacdo da radiacdo solar. A
irrigagdo foi realizada até o solo atingir a capacidade de campo, trés vezes por

s€émana.

Avaliacoes de crescimento

As caracteristicas de crescimento avaliadas foram: altura da parte aérea,
biomassa seca de folhas, caules, parte aérea, raizes, total, razio raiz/parte aérea,
area foliar total (AFT), RAF, RPF ¢ AFE.

Ap6s 13 semanas de cultivo, foi mensurada a altura da parte aérea (colo
ao apice), com o auxilio de uma régua e, posteriormente, todo o material vegetal
foi coletado, entre 7 e 8 horas da manha.

As folhas foram destacadas dos ramos e foi realizada a detec¢do da area
foliar (AFT) de sete plantas representativas de cada tratamento, em 100% das
folhas, utilizando-se um integralizador de area foliar MODEL LI-3100, Area
Meter marca LICOR.

Posteriormente, as folhas e os caules foram colocados em sacos de papel
kraft e acondicionados em estufa de circulagdo forgada de ar, a 35°C, enquanto
as raizes foram lavadas e, depois de retirada a umidade excessiva, foram também
conduzidas a estufa. Depois de atingido peso constante, obtiveram-se suas

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

folhas (Pt), expressos de acordo com Benincasa (1988).

Extracio e identificacdo da composicio quimica dos éleos essenciais

Para a extracdo dos 6leos essenciais, as plantas sofreram uma triagem,
selecionando-se apenas as folhas sadias. Foi utilizado o método de
hidrodestilagdo em aparelho modificado de Clevenger. Dez gramas de folhas
secas foram colocadas em baldo volumétrico de 1.000 mL e acrescentado um
volume de 750 mL de agua destilada.

Apods a detec¢do de inicio de fervura, teve inicio a cronometragem.
Findo o periodo de extracdao de uma hora e meia, o hidrolato, obtido de cada
hidrodestilagdo foi submetido a partigdo liquido-liquido em funil de separagdo,
com trés por¢des de 25mL de diclorometano (cada porgdo descansou por 20
minutos, totalizando 60 minutos por repeti¢do). As fragdes orgénicas de cada
repetigdo foram reunidas e secas com uma por¢do em excesso de sulfato de
magnésio anidro. O sal foi removido por filtracdo simples e o solvente
evaporado, a temperatura ambiente, em capela de exaustdo de gases até alcangar
peso constante, obtendo-se o 6leo essencial purificado.

Diante da massa obtida, determinou-se o teor percentual do Odleo
essencial nas folhas: T% = massa do o6leo (g)/10g x 100. O rendimento foi
calculado pela férmula: R = biomassa seca total das folhas/planta (g) x massa do
oleo obtido (g)/10 g.

As amostras foram identificadas por meio de cromatdgrafo gasoso
acoplado a um espectrometro quadrupolar de massas CG-EM, Shimadzu
QP5050A (Kyoto, Japdo). Foram empregadas as seguintes condigdes: coluna

CBP-5 (Shimadzu) preenchida em coluna capilar de silica (30 m comprimento x
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0,25 mm didmetro interno x 0,25um de espessura do filme, composto de
fenilmetilpolisiloxano 5%) conectada a um detector quadrup6lo operando em
energia de impacto a 70 eV 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 inje¢do foi de
0,2 uL (20% em CH,Cl,) em fluxo e temperatura de 60°C e 246°C, com aumento
de 3°C min™, ap6s 10°C min™ para 270°C, mantendo-se a temperatura final por 5
minutos. A identificagdo dos constituintes foi realizada por comparagio,
automatica ¢ manual, dos espectros de massas obtidos com os das bibliotecas
NIST/EPA/NHI (1998), por comparagao dos espectros de massas e indices de
retengdo (IR) com os da literatura (Adams, 2001) e co-injecdo com padrdes
auténticos. Os IR foram calculados a partir da co-injecdo com uma mistura de
hidrocarbonetos, C8—C32 (Sigma, EUA) e com a aplicagdo da equagdo de Van
Den Dool & Kratz (1963).

As concentragdes relativas dos compostos foram calculadas a partir das

areas dos picos e expressas com valores aferidos nas trés analises.

Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo programa
Sisvar® versio 4.3 (Ferreira, 1999). As médias dos tratamentos foram
submetidas a analise de variancia pelo teste de F e comparadas pelo teste de

Scott-Knott (P<0,05).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A planta em estudo utiliza a folha para acumular seu principio ativo, e ¢ o

orgdo responsavel pela captacao de luz. Assim, a produtividade vegetal depende

muito das taxas fotossintéticas, ou seja, da intensidade luminosa incidente nas
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folhas. Dessa forma, para todas as medidas biométricas (e consequentemente, de
produtividade) dos diferentes orgdos das plantas de melissa, submetidas aos

regimes luminosos, foram observadas diferencas (Figura 1).
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FIGURA 1- Biomassa seca das folhas, caules, parte aérea, raiz e total (gramas)
de Melissa officinalis L., cultivadas sob intensidade luminosa de
20%, 60% e 100%, com malhas termo-refletoras (Aluminet®).
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott (a=5%). UFLA, Lavras, MG, 2008.

A biomassa seca das folhas, do caule e da parte aérea apresentou-se
superior quando as plantas foram submetidas a 20% e a 60% de intensidade de
luz. Isso sugere que o sombreamento com malhas termo-refletoras favorece a
producdo de biomassa dos orgdos da parte aérea de melissa. Para a produgdo
comercial, a malha termo-refletora pode prevenir danos decorrentes da

incidéncia direta de luz sobre as folhas reduzir a temperatura em dias de calor,
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pois a espécie se adapta melhor a temperaturas mais baixas, que ndo ocorreram
durante a condugdo do experimento, realizado na primavera-verao.

Além disso, de acordo com Taiz & Zeiger (2004), quando as folhas sdo
expostas a uma intensidade de luz maior do que podem utilizar, o centro de
reacdo do fotossistema ¢ inativado e danificado (fotoinibi¢do). Estudos com
populagdes naturais do salgueiro, de culturas de colza e de milho, t€m mostrado
que os efeitos cumulativos de uma depressdo diaria de taxas fotossintéticas,
causada por fotoinibi¢do, diminuem em 10% a biomassa ao final da estagdo de
crescimento. Assim, pode-se inferir que plantas de melissa cultivadas a pleno sol
podem ter menor quantidade de biomassa aérea devido a este fator.

Visualmente, as plantas sob as malhas mostraram arquitetura da parte
aérea arqueada com caules mais alongados e maior quantidade de folhas com
coloracdo verde-escuras enquanto as plantas cultivadas a pleno sol apresentaram
arquitetura ereta com caules menores e folhas de coloragdo verde-clara (Figura

2).
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FIGURA 2- Plantas de Melissa officinalis L. cultivadas sob intensidade
luminosa de 20%, 60% e 100%, com malhas termo-refletoras
(Aluminet®). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Em trabalhos com plantas da mesma familia de melissa (Lamiaceae),
Castrillo et al. (2005) obtiveram resultados discordantes. Plantas de Hyptis
pectinata (L.) Poit., Ocimum basilicum L., Rosmarinus officinalis L. ¢ Salvia
officinalis L. apresentaram acimulos mais elevados de fitomassa seca de folhas
quando cultivadas sob sombrite em maiores niveis de intensidade luminosa.

Corroborando com os resultados desta pesquisa, Lima Junior (2005),
trabalhando com Cupania vernalis Camb. (Sapindaceae) sob diferentes niveis de

sombreamento relatou que o crescimento da parte aérea foi reduzido nas plantas
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cultivadas a pleno sol em relagdo aquelas sob 50% e 70% de intensidade
luminosa.

Por outro lado, a biomassa radicular de melissa mostrou-se maior nos
tratamentos de 60% e 100% de intensidade luminosa (Figura 1). Pode-se inferir
que uma grande intensidade de luz incidente nas plantas destes tratamentos
aumenta a evapotranspiragdo das folhas, induzindo o crescimento radicular a
busca de agua. E, ainda, as plantas submetidas ao alto sombreamento com malha
termo-refletora (80%), com apenas 20% de luz, priorizaram a producdo de parte
aérea, principalmente folhas (em numero ¢ tamanho), em detrimento de raizes,
para melhor captacdo da energia luminosa.

Ao analisar a massa seca de toda a planta, notou-se o emprego de 60% de
luz utilizando-se malha termo-refletora proporcionou valor superior aos demais,
e estes ndo apresentaram diferenca entre si. Salienta-se, assim, o primeiro
ambiente citado promoveu melhor desenvolvimento de toda a planta, bem como
particionado. Em enfoque fitotécnico, deve-se empregar o sistema em que
priorize-se a produgdo de biomassa foliar, ja que o 6leo essencial é produzido
pelas folhas.

A razdo biomassa seca raiz/P.A. indicou eficicia das plantas submetidas
a 100% de intensidade luminosa para a drenagem de fotoassimilados para as
raizes (Figura 3). Os tratamentos em que foi empregado o sombreamento com
malhas termo-refletoras (40% e 80%) apresentaram-se inferiores para esta
caracteristica. Além disso, pode-se observar que quanto maior o sombreamento
com malha termo-refletora, menor ¢ esta eficiéncia. Em 20% de intensidade
luminosa (ou malha de 80%), houve menor biomassa do sistema radicular e alta
producdo de biomassa da parte aérea, o que ocasionou baixos valores de
raiz/P.A. A 60% de intensidade de luz, houve maiores valores de biomassa de

raiz e parte aérea, originando medianos valores do referido indice. A pleno sol, o
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sistema radicular apresentou alto valor de biomassa, enquanto a parte aérea

apresentou 0s menores valores.
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FIGURA 3- Relagdo raiz/parte aérea, razdo de peso foliar (RPF = g.g™"), razdo de
area foliar (RAF = dm>.g") e 4rea foliar especifica (AFE = dm’.g™")
de Melissa officinalis L., cultivadas sob intensidade luminosa de
20%, 60% e 100%, com malhas termo-refletoras (Aluminet®).
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott (a=5%). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Thompson et al. (1992) e Walters et al. (1993) sugerem que a menor
distribui¢do de massa seca para raizes, quando as plantas sdo submetidas a
condi¢des de menor luminosidade, possivelmente revela uma resposta adaptativa
que proporciona maiores ganhos de carbono, como, por exemplo, um aumento
na razao de area foliar (Figura 3).

Os indices fisiologicos RAF, RPF e AFE mostram a eficiéncia produtiva
das plantas de melissa, visto que o interesse fitotécnico esta nas folhas. Segundo
Benincasa (1988), a RAF expressa a area foliar util para a fotossintese, que

indicou diferenca entre todos os tratamentos, de modo que o sombreamento
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favoreceu a produgdo das folhas em area, pois, quanto maior a intensidade de
luz, menor foi a eficiéncia produtiva de folhas em area, em relagdo ao peso da
planta. Isso mostra a capacidade adaptativa da espécie, por investir na expansao
das folhas, que é o orgdo fotossintético (Patterson, 1980) (Figura 3).

A baixa RAF verificada no tratamento em pleno sol pode ser considerada
como benéfica como mecanismo fisioldgico de sobrevivéncia, uma vez que
menos material vegetal ¢ exposto a eventuais danos causados por excesso de luz
(Claussen, 1996). Houve, também, alocacdo de assimilados em peso, para as
raizes, caracterizadas como forte dreno quando cultivada a pleno sol, em
detrimento das folhas, mostrando, assim, um melhor desempenho da espécie em
produzir folhas quando submetidas a menores intensidades de luz.

Para a RPF, os tratamentos em que houve emprego de sombreamento
com malha termo-refletora ndo diferiram entre si, porém, foram superiores ao
tratamento em que nao houve sombreamento (100% de intensidade de luz). A
AFE indicou maior tamanho por grama de folha, em plantas cultivadas com 20%
de intensidade de luz (80% de sombreamento com malha termo-refletora) e, as
plantas de melissa tratadas com 60% a 100% de intensidade luminosa foram
iguais. Isso pode ser atribuido ao fato de ter ocorrido, a 20% de luz, um
investimento metabolico em aumento no tamanho das folhas para melhor
captagdo da pouca energia solar incidente. De acordo com Benincasa (1988), o
inverso desse indice reflete a espessura da folha, podendo-se concluir que as
folhas de melissa cultivada a pleno sol € com baixo sombreamento com malha
termo-refletora (40%) apresentaram maior espessura foliar.

Larcher (2004) afirma que plantas que crescem sob forte radiagdo
apresentam folhas mais espessas, o que também foi verificado nesta pesquisa e,
além disso, apresentam metabolismo mais ativo; como conseqiiéncia, essas
plantas apresentam maior producdo de massa seca, com maior conteudo

energético. Isso ndo foi verificado com melissa, pois, os resultados de producao
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de massa seca total indicaram valores superiores quando as plantas foram
cultivadas sob 60% de luz havendo, também, grande variagdo na biomassa
particionada. Assim, torna-se evidente a eficiéncia adaptativa da espécie ao
sombreamento com malha termo-refletora.

Reportando-se a area foliar total (AFT), Jones & Mcleod (1990) afirmam
que esta ¢ uma caracteristica muito utilizada na avaliagdo do efeito do
sombreamento sob a planta. Em geral, asseveram que o aumento da area foliar
com o sombreamento ¢ uma das maneiras da planta incrementar a superficie
fotossintética, assegurando um melhor aproveitamento de baixas intensidades
luminosas e, consequentemente, compensando as baixas taxas fotossintéticas por
unidade de area foliar, que ¢ uma caracteristica da planta de sombra cultivada

sob sombra (Figura 4). Isso, mais uma vez, confirma os resultados obtidos nessa

pesquisa, pois, observou-se 0 mesmo comportamento encontrado na AFE.
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FIGURA 4- Area foliar (AFT = dm?®) e altura da parte aérea (cm) de Melissa
officinalis L., cultivadas sob intensidade luminosa de 20%, 60% e
100%, com malhas termo-refletoras (Aluminet®). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott
(0=5%). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Para a altura da parte aérea de melissa, o tratamento que proporcionou a
maior valor foi o de 20% de intensidade de luz. A medida que aumentou a
intensidade luminosa, ou seja, diminuiu o sombreamento com malha termo-
refletora, houve decréscimo na altura da espécie (Figura 4). Thompson et al.
(1992) e Walters et al. (1993) sugerem que, provavelmente, ocorre uma resposta
adaptativa que proporciona maiores ganhos de carbono, como, por exemplo,
numa estratégia buscando luminosidade, como um aumento na altura.

Silva et al. (2006) verificaram, em Baccharis trimera (Less) DC,
Asteraceae, cultivada sob intensidades luminosas 20%, 50%, 60% e 100%,
redugdes na altura da parte aérea, a medida que aumentaram a intensidade de

luz. Esses resultados corroboram aos encontrados nesta pesquisa.
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Analisando-se a producdo de oleos essenciais, pode-se concluir que a
intensidade de luz ndo afetou o teor de dleo essencial produzido pelas plantas de
melissa. Ja o rendimento, por ser expresso pela producdo de folhas por planta,
foi semelhante nos tratamentos em que houve a adocdo do sombreamento e

superiores ao das plantas de melissa cultivadas a pleno sol (Figura 5).
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FIGURA 5- Teor (%) e rendimento de 6leo essencial (g.planta’) de Melissa
officinalis L., cultivadas sob intensidade luminosa de 20%, 60% e
100%, com malhas termo-refletoras (Aluminet®). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott
(a=5%). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Resultados semelhantes para teor do 6leo essencial foram obtidos por
Sales (2006), utilizando a mesma malha, no cultivo de Hyptis marrubioides. Em
trabalho com Lippia alba (Verbenaceae), constatou-se que niveis crescentes de
30% a 100% de intensidade de luz favoreceram a produgdo de 6leo essencial

(Ventrella & Ming, 2000).
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Silva et al. (2006), avaliando a influéncia da intensidade de luz no
rendimento e no crescimento de d6leo essencial de carqueja amarga, utilizaram
sombrite com quatro niveis, de 20%, 50%, 60% ¢ 100%. Os resultados obtidos
indicaram que o aumento da intensidade luminosa tendeu aumentar o teor de
oleos essenciais, elevando o rendimento por planta. Esses resultados estdo em
contraste com os obtidos com melissa.

Pinto et al. (2007), estudando Aloysia gratissima (Verbenaceae), usando
a mesma malha, observaram que ndo houve diferenga entre os teores de 6leo
essencial. Com relagdo ao rendimento, os tratamentos 60% e 100% de
intensidade de luz apresentaram-se superiores em detrimento do emprego de
20% de intensidade luminosa, o que contrasta com os resultados deste trabalho.

Ademais, a composi¢do quimica do o6leo essencial indicou que o citral
(neral + geranial), composto quimico majoritario e de maior interesse para
melissa, foi encontrado em altas concentragdes em folhas de plantas submetidas
a 60% de intensidade de luz, com 63,57% (Tabela 3). Em seguida, os
tratamentos com 20% e 100% de intensidade luminosa apresentaram
porcentagem relativa da area quase semelhante ¢ menor em comparagdo ao
primeiro: 39,8% e 37,58%. Ou seja, o cultivo a “meia-sombra” favorece tanto o

rendimento, quanto a qualidade do dleo essencial de melissa.
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TABELA 3- Composi¢do quimica e percentagem relativa da area do oleo
essencial de Melissa officinalis L. (%) cultivadas sob intensidade
luminosa de 20%, 60% e 100%, com malhas termo-refletoras

(Aluminet®). UFLA, Lavras, MG, 2008.

IK Composto quimico 20% 60% 100%
1141 desconhecido 1,05 0 1,51
1152 citronelal 2,14 2,62 2,13
1193  angelato de prenila 0,50 3,31 1,36
1240  neral 13,15 23,38 12,95
1270  geranial 26,65 40,19 24,63
1278  epdxi-linalol (isdmero desconhecido) 4,30 2,82 10,88
1283  epoxi-linalol (isdbmero desconhecido) 2,49 3,29 7,83
1296  desconhecido 1,97 0,77 1,53
1363 acetato de nerila 20,94 3,24 8,96
1374  trans-6-hidroxi-terpineol 0,60 2,62 1,80
1404  desconhecido 7,92 5,72 8,48
1426  desconhecido 2,29 2,89 3,52
1529  desconhecido 7,79 5,04 6,86
1585 oxido de cariofileno 3,39 2,65 4,15

Total identificado 74,16 84,12 74,69

plantas cultivadas sob 20% de intensidade luminosa.

4 CONCLUSOES

meio de malhas termo-refletoras favoreceu o crescimento da planta.

produgdes de biomassa seca de folhas.

Ja a concentracdo de angelato de prenila apresentou menor valor em

As caracteristicas fisioldgicas indicaram que o uso do sombreamento por

O emprego de 20% e 60% de intensidade luminosa proporcionou altas

Nao houve diferenca para teor do oleo essencial, enquanto o seu

rendimento foi maior sob sombreamento. Ja o teor de citral foi superior a 60%

de intensidade luminosa.
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RESUMO

A morfologia dos cloroplastos e seus grdos de amido, clorofilas, epiderme e
parénquimas ¢ muito variavel quando as plantas sdo submetidas a diferentes
intensidades de luz. Assim, esta pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar
modificagdes fisiologicas e anatomicas em plantas de melissa, cultivadas sob
malhas termo-refletoras (Aluminet®), em diferentes niveis de sombreamento. Os
tratamentos foram caracterizados por plantas mantidas a pleno sol, a 20% e a
60% de intensidade luminosa, e arranjados conforme o delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Plantas submetidas a 20% de intensidade
luminosa apresentaram maior quantidade de clorofila a e, portanto, maior razao
clorofila a/b. As folhas de melissa a pleno sol e a 60% de luz apresentaram
células da face superior mais espessas, mas as células da superficie inferior
mostraram caracteristicas encontradas em folhas de sombra, ou seja, mais finas.
Quanto maior a intensidade luminosa, maior o nimero de cloroplastos, porém, a
pleno sol, mostraram-se mais finos € com menor area. Os grdos de amido de
plantas cultivadas sob 60% de intensidade luminosa mostraram maior area
ocuparam maior parte nos cloroplastos.

Palavras-chave: planta medicinal; cloroplasto; epiderme; sombreamento;

aluminet®.

ABSTRACT

Physiological and anatomical characteristics of Melissa officinalis L.

(Lamiaceae) cultivated under thermo-reflectors shading nets

The morphology of the chloroplasts and its starch grains, chlorophylls,

epidermis and parenchymas is much variable when the plants are submitted at
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different light intensity. Thus, the objective of this research was to evaluate
physiological and anatomical modifications in lemon balm’s plants, cultivated
under thermo-reflectors nets (Aluminet®) at different levels of shading. The
treatments were characterized by plants submitted at full sunshine, 20% and
60% of luminous quantity, and arranged by completely randomized design
(CRD). Plants submitted at 20% of luminous intensity showed higher a
chlorophyll and, therefore, higher a/b chlorophyll ratio. Lemon balm’s leaves
under full sunshine and 60% of light showed cells of up face thicker, but its low
face cells showed characteristics found in shaded leaves, or being, thinner. As
much as added the availability of light, occurred higher chloroplasts number,
however, under full sunshine it exhibited thinner and with smaller area. The
starch grains of leaves grown under 60% of luminous intensity showed higher
area and occupied higher part on chloroplasts.

Keywords: medicinal plant; chloroplast; epidermis; shading; aluminet®.

1 INTRODUCAO

A melissa (Melissa officinalis), também chamada de erva-cidreira-
verdadeira, pertencente a familia Lamiaceae, é perene, herbacea, podendo atingir
de 30 a 100 cm de altura. Tem caule quadrangular, herbaceo, ereto, piloso e
aromatico, ramificando-se a partir da base, formando touceiras. As folhas sdo
verde-escuras na face superior e verde-claras na face inferior, com 5 a 8 cm de
comprimento, sdo pecioladas, opostas, ovais, pilosas e com nervuras salientes
(Hertwig, 1986). E originaria da Europa e Asia (Lorenzi & Matos, 2002). O cha
de melissa possui atividade sedativa, tendo um papel importante no controle da
ansiedade. E tranqiiilizante e indutora do sono (Sadraey et al., 2003).

Existe intima relagdo entre a producdo dos diferentes metabolitos ¢ os

tipos e organizagdo dos tecidos vegetais. Assim, a obten¢do de informagdes que
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permitam conhecer o efeito dos tratamentos utilizados nos cultivos das plantas
medicinais sobre a estrutura interna dessas plantas ¢ de fundamental importancia
(Taiz & Zeiger, 2004).

A luz controla o desenvolvimento das plantas, sendo um fator muito
importante do meio ambiente em plantas superiores. Fator eletivo, influencia a
expressao génica por meio da fotossintese (intensidade) (Felippe, 1986).

Diferengas nas condigdes de luminosidade podem acarretar variagdes
nos teores de clorofilas, ja luz ¢ essencial a sintese deste pigmento (Whatley &
Whatley, 1982). Folhas de sombra, por exemplo, possuem concentra¢cdo maior
de clorofila (mg/g) do que as folhas de sol (Kramer & Kozlowski, 1979).

Outrossim, a anatomia foliar ¢ altamente especializada para a absor¢do
de luz, e as caracteristicas do mesofilo, principalmente as do parénquima
palicadico, garantem a absor¢ao uniforme da luz através da folha. De acordo
com Taiz & Zeiger (2004), em geral as folhas de sol sdo mais espessas e
apresentam células paligadicas mais longas do que as de sombra. Castro (2002),
estudando plantas de Mikania glomerata Sprengel (Asteraceae) sob diferentes
niveis de sombreamento, observou que a epiderme foi mais espessa em
condigdes de pleno sol. Gongalves (2001) observou que plantas de Ocimum
selloi Benth. (Lamiaceae) cultivadas em radiagdo solar plena apresentaram
maiores espessuras nos parénquimas foliares que as plantas cultivadas a 50% da
radiagdo solar incidente.

Nery et al. (2007), trabalhando com Sombrite® a 0%, 30%, 50% e 70%
de sombreamento com a Calophyllum brasiliense, concluiram que nio houve
diferenca para nimero de cloroplastos por célula, o qual variou de seis a sete.
Todos os tratamentos apresentaram graos de amido, tendo a 70% de
sombreamento mostrado maior irregularidade morfoldgica.

Assim, as respostas estruturais das espécies sdo diferenciadas se fazendo

necessario conhecé-las para cada qual, com vistas a uma maior efici€ncia
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produtiva. Dessa forma, esta pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar
modificagdes fisiologicas e anatomicas em melissa, cultivada sob malhas termo-

refletoras (Aluminet®), em diferentes niveis de sombreamento.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Horto Medicinal do Departamento de
Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O municipio de
Lavras esta situado na regido Sul do estado de Minas Gerais, a 918,87 metros de
altitude, latitude de 21°14’S e longitude de 45°00°W GRW. De acordo com a
classificagdo climatica de Koppen, o clima regional ¢ do tipo Cwa, mas
apresenta caracteristicas de Cwb, com duas estagdes bem definidas, uma fria e
seca, de abril a setembro, e outra quente e umida, de outubro a marco (Brasil,

1992).

Obtenc¢ao do material vegetal

As exsicatas estdo depositadas no Herbario ESAL, do Departamento de
Biologia da UFLA e correspondem ao n° 22155.

As mudas de melissa foram produzidas a partir de uma planta matriz,
utilizando-se microestacas apicais de cinco centimetros de comprimento e dois
mm de didmetro e postas para enraizar em bandejas de poliestireno de 128
células, contendo o substrato comercial Plantmax®. Foram cultivadas em estufa
com 60% de sombreamento e, posteriormente, aclimatizadas por meio do

aumento gradativo da intensidade luminosa.
Condicoes climatolégicas durante a conduc¢ao do experimento

Os dados climatologicos da cidade de Lavras, MG foram fornecidos pela

Estacdo Climatologica do Departamento de Engenharia Agricola da UFLA e
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estdo expostos na Tabela 1 e a temperatura média incidente nas plantas de

melissa sob as diferentes intensidades luminosas sdo mostrados na Tabela 2.

TABELA 1- Dados climatologicos da cidade de Lavras, MG, no periodo de
agosto de 2006 a janeiro de 2007. UFLA, Lavras, MG, 2008.

MESES/ANOS Tx Tn Tméd.  Prec.total UR. Insol.
AGOSTO/06 27,8 15,4 20,4 82,5 71,4 7,0
SETEMBRO/06 27,3 13,8 19,4 73,2 65,4 7,0
OUTUBRO/06 27,3 16,9 21,2 107,0 73,9 5,2
NOVEMBRO/06 28,0 17,4 21,3 262,0 77,1 59
DEZEMBRO/06 28,5 18,7 22,8 220,6 79,1 4.8
JANEIRO/07 27,6 18,7 22,1 554,7 87,0 3,0

Tx- Média mensal da temperatura maxima (° C)
Tn — Média mensal da temperatura minima (° C)
Tméd — Média mensal de Tx e Tn diarias (° C)
Prec. total — Precipitacdo total mensal (mm)

UR — Umidade relativa do ar média mensal (%)
Insol.- Insolagdo média mensal (horas)

TABELA 2- Temperatura média local sob 20%, 60% e 100% de intensidade
luminosa, utilizando malhas termo-refletoras. UFLA, Lavras, MG,

2008.

Tratamento T méd. (°C)
20% 28
60% 29

100% 31

Instalacio do experimento
Em outubro de 2006, 42 mudas de 10 cm de altura foram transplantadas

para vasos de 5 L, contendo solo, areia e esterco bovino (2:1:1).
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Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado (DIC) e os
tratamentos foram caracterizados pela disponibilidade de radiacdo solar
incidente: 20%, 60% e 100% de intensidade de luz (pleno sol). O controle foi
realizado por meio de tela Aluminet®, com especificagio comercial de 80% e
40% de interceptacdo da radiagdo solar. A irrigacdo foi realizada até o solo

atingir a capacidade de campo, trés vezes por semana.

Avaliacoes
As avaliagdes foram iniciadas ap6s 13 semanas da instalagdo do
experimento, a partir 15 de folhas completamente expandidas do terceiro né da

parte superior da planta, tomadas ao acaso, em cada tratamento.

Determinacio dos conteudos de clorofila

As folhas foram imediatamente acondicionadas em papel aluminio e em
caixa de isopor com gelo até serem transferidas ao laboratorio. A quantificacao
das clorofilas a, b e total foi realizada segundo a metodologia de Arnon (1949),
utilizando-se quatro repetigdes.

As folhas foram cortadas em pedagos de 1cm, eliminando-se a nervura
central e, em seguida, foram determinadas as massas frescas para cada avalia¢do
(com quatro repetigdes) ¢ a absorbancia das amostras, a 663nm, para a clorofila
a e a 645nm, para a clorofila b, num espectrofotometro v/uv Beckman modelo
640 B. Os calculos de mg de clorofila por grama de massa seca de tecido foliar
foram realizados a partir das equagoes: 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-ceténico; W= massa fresca, em gramas do

material vegetal utilizado.
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Anatomia foliar

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 clarificacdo em solucdo de 1% de hipoclorito de sodio, por 15
minutos. Em seguida, foram lavadas em 4agua destilada, neutralizadas em
solucdo acética a 1%. A coloracdo 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 medi¢des da espessura dos tecidos foram realizadas por meio do
software de medicdo Sigma Scan Pro, utilizando-se fotomicrografias registradas
em camera digital Canon PowerShot A620 acoplada ao microscopio KEN-A-
VISION TT18. Foram utilizadas 15 repetigdes, por tratamento, das
caracteristicas: espessura da epiderme nas faces adaxial e abaxial e dos
parénquimas pali¢adico e esponjoso.

Para a realizagdo das observagdes em microscopio eletronico de
transmissdo, fragmentos de aproximadamente 0,5 cm’ retirados da porgdo
mediana das folhas foram fixados em solugdo de glutaraldeido (2,5%) e
paraformaldeido (2,5%), em tampdo cacodilato, pH 7,0, 0,05 M + CaCl, 0,001
M por, aproximadamente, quatro horas, em temperatura ambiente.

Posteriormente, esses fragmentos foram lavados em tampado cacodilato
0,05 M (trés vezes de 10 minutos) e pos-fixados em tetréxido de 6smio 1% em
tampao cacodilato 0,05 M, por 4 horas. Em seguida, iniciou-se a desidratagdo
em gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90%, por 10 minutos e 3 vezes em
100%, por 10 minutos). Logo apds, o material foi incluido em gradiente
crescente de acetona e resina Spurr 30%, por 8 horas, a 70%, por 12 horas e 2

vezes a 100%, em intervalos de 24 horas. Os tecidos foram emblocados em
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resina pura ¢ colocados em estufa, a 70°C, por 48 horas, para a polimerizagao.
Os blocos obtidos foram desbastados com ldminas de ago para a retirada da
resina excedente. Foram realizados os cortes em segdes semifinas (1 pm) e
ultrafinas (<100 nm), utilizando-se um ultramicrétomo Reichrt-Jung com
navalha de diamante.

Os cortes semifinos foram coletados com anel de ouro, colocados em
laminas de vidro, corados com azul de toluidina (1 g de azul de toluidina, 1 g de
borato de so6dio e 100 mL de agua purificados por meio de filtro Millipore 0,2
um) e montados permanentemente em meio Permount. Os cortes ultrafinos
foram coletados em grades de ouro (golden slot grids) e secos em raques de
aluminio cobertos com formvar (Rowley & Moran, 1975). As se¢des foram pos-
contrastadas em acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo, por trés
minutos cada e, em seguida, examinadas em microscopio eletronico de
transmissdo Zeiss, modelo EM 109. Foram utilizadas 10 repeti¢cGes para cada
tratamento e as caracteristicas observadas para as analises ultra-estruturais foram
o numero de cloroplastos por célula, a area, o comprimento e a largura, a area
dos grios de amido e a propor¢do da area ocupada pelos graos de amido nos

cloroplastos, em células do parénquima pali¢adico.

Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo programa
SISVAR® versio 4.3 (Ferreira, 1999). As médias dos tratamentos foram
submetidas a andlise de varidncia pelo teste de F e comparadas pelo teste de

Scott-Knott (P<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do conteudo de clorofila revelou variabilidade entre os as
plantas mantidas sob as diferentes intensidades luminosas para clorofila a e a

razao a/b (Figura 1).
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FIGURA 1- Contetdo de clorofila a, b e total (mg g”' de massa fresca) e razio
clorofila a/b em plantas de Melissa officinalis L., cultivadas sob
intensidade luminosa de 20%, 60% e 100%, com malhas termo-
refletoras (Aluminet®). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (0=5%). UFLA, Lavras,
MG, 2008.

Em plantas de melissa submetidas a 20% de intensidade de luz, houve o
maior teor de clorofila a, porém, ndao houve diferenca entre os demais

tratamentos. Pinto et al. (2007) empregaram os mesmos tratamentos desta
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pesquisa com Aloysia gratissima [Gilles & Hook) Tronc] (Verbenaceae) e
encontraram resultados semelhantes. Em Hyptis suaveolens (L.) Poit.
(Lamiaceae), foi verificado que, quando foram utilizadas malhas termo-
refletoras, independentemente da intensidade de luz, houve maior teor de
clorofila a, em detrimento de plantas cultivadas a pleno sol (Maia, 2006).

Ja para clorofila b, ndo houve resposta entre os tratamentos, indicando
que, para melissa, nas condi¢des desta pesquisa, a intensidade luminosa nao
interferiu na sintese e degradagio de clorofila b. Pinto et al. (2007) concluiram
que o emprego de 20% de intensidade de luz aumenta o teor de clorofila b em
plantas de Aloysia gratissima e os demais foram semelhantes entre si. Para a
espécie Hyptis suaveolens, a medida que reduziu a intensidade luminosa,
resultou em aumento de clorofila b (Maia, 2006).

Quanto aos teores de clorofila total de melissa, ndo foi verificada
diferencga (Figura 1). Pinto et al. (2007) encontraram maiores teores de clorofila
total em plantas de Aloysia gratissima cultivadas sob 20% de intensidade
luminosa.

A analise da razdo clorofila a/b mostrou que plantas cultivadas sob 20%
de intensidade de luz mostraram valores superiores as dos demais tratamentos.
Taiz & Zeiger (2004) afirmam que folhas de sombra tém mais clorofila por
centro de reagdo e a razdo clorofila b/clorofila a é mais alta. Conseqiientemente,
a razdo a/b ¢ menor em folhas de sombra.

Alguns trabalhos indicam que existe tendéncia de reducdo na razdo
clorofila a/b, a medida que se reduz a intensidade de luz (Boardman, 1977,
Kozlowski et al., 1991; Scalon et al., 2003). Isto se deve a maior propor¢ao de
clorofila b em ambientes sombreados, o que esta associado ao fato de a sua
degradacdo ser mais lenta do que a da clorofila a (Engel & Poggiani, 1991).

Assim, pode-se observar que esta tendéncia depende da espécie em questao.
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Os resultados da razdo clorofila a/b desta pesquisa coincidem com os de
Pinto et al. (2007), que verificaram aumento dessa razdo com o emprego de 20%
de intensidade de luz em plantas de Aloysia gratissima.

Em Mikania glomerata, Castro et al. (2005) constataram que houve uma
diminui¢do na propor¢do da clorofila a/b com o aumento do sombreamento,
devido ao incremento da clorofila b.

As plantas que crescem em ambientes com maior intensidade de luz tém,
freqiientemente, caracteristicas estruturais e quimicas que reduzem a intensidade
de luz que alcanca o cloroplasto. Além disso, caracteristicas anatdmicas
contrastantes podem ser encontradas em folhas da mesma planta expostas a
regimes luminosos diferentes (Taiz & Zeiger, 2004). As analises da espessura da
epiderme na face adaxial e do par€nquima paligadico de folhas melissa

submetidas a diferentes intensidades de luz firmam estas observagoes (Figura 2).
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FIGURA 2- Espessura (um) da epiderme nas faces adaxial e abaxial, do
parénquima palicadico e esponjoso de folhas de Melissa
officinalis L., cultivadas sob intensidade luminosa de 20%, 60% ¢
100%, com malhas termo-refletoras (Aluminet®). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott (a=5%). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Acrescendo-se a intensidade de luz, observa-se um aumento na espessura
da epiderme na face adaxial de folhas de melissa. Os mesmos resultados foram
encontrados por Pinto et al. (2007), ao trabalharem com Aloysia gratissima. No
entanto, para Hyptis suaveolens, Maia (2006) ndo encontrou diferenga para esta
caracteristica. Castro (2002) concluiu que a epiderme foi mais espessa quando
plantas de Mikania glomerata foram cultivadas a pleno sol.

Reportando-se a face abaxial da epiderme, ndo houve diferenca entre os
tratamentos empregados para melissa. Resultados semelhantes foram

encontrados por Maia (2006) em Hyptis suaveolens.
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As células do parénquima pali¢adico das folhas de melissa cultivada a
pleno sol ¢ a 60% de intensidade de luz apresentaram maior espessura que o
tratamento de 20% de intensidade luminosa (Figura 2). Em Aloysia gratissima,
Pinto et al. (2007) verificaram um aumento progressivo dos parénquimas
paligadico e esponjoso, com o aumento da intensidade luminosa. No entanto,
para melissa, a espessura do parénquima esponjoso nao apresentou diferenca.

De acordo com Taiz & Zeiger (2004), mesmo partes distintas de uma
folha mostram adaptagdes ao seu microambiente luminoso. As células na
superficie superior na folha, expostas ao fluxo fotdnico mais alto, caracterizam
folhas crescendo a plena luz do sol; as células na superficie inferior tém
caracteristicas encontradas em folhas de sombra. Assim, pode-se inferir que as
em folhas de melissa submetidas a maiores intensidades de luz (60% e 100%), as
células da epiderme na face adaxial e do parénquima palicaddico tiveram
caracteristicas de folhas crescendo a plena luz do sol, e as células da superficie
inferior (do parénquima esponjoso e da epiderme na face abaxial) apresentaram
as caracteristicas encontradas em folhas de sombra.

Os resultados encontrados para as células epidérmicas da face adaxial e
do parénquima palicadico de folhas de melissa podem ser explicados pela
diferenga de distribuicdo de fotoassimilados. Em menor intensidade luminosa, as
plantas apresentaram folhas mais finas, devido ao consumo de assimilados para
a expansdo de area foliar (Sert, 1992), ja que estas apresentaram-se maiores em
melissa.

Isto também pode ser explicado pelas teorias da acdo da radiagdo solar
na morfogenética vegetal. Plantas submetidas a maiores niveis de intensidade
luminosa apresentam, geralmente, elevadas concentragdes de agucares soluveis
e, como conseqiiéncia, aumento da pressao osmotica, favorecendo a expansao

celular (Rizzini, 1976).
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De acordo com Taiz & Zeiger (2004), as folhas mostram uma
caracteristica adaptativa que pode alterar a distribuicdo intracelular dos
cloroplastos, a fim de controlar a absor¢do de luz e prevenir o dano causado pelo

excesso de luz. A ultra-estrutura dos cloroplastos de laminas foliares de melissa

¢ mostrada na Figura 3.

FIGURA 3- Eletromicrografias de transmissdo eletronica (MET) mostrando
cloroplastos e grdos de amido nas células do parénquima
palicadico de laminas foliares de Melissa officinalis L., cultivadas
sob intensidade luminosa de 20%, 60% ¢ 100%, com malhas
termo-refletoras (Aluminet®). CL- cloroplasto, G- grio de amido,
P- parede celular. Escala =2 pm. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Dessa forma, em plantas de melissa, pode-se observar que ocorreram
alteragdes no nimero, na area e na largura dos cloroplastos do parénquima
pali¢adico (Figura 4). O numero de cloroplastos por célula do parénquima

palicadico foi influenciado pela intensidade luminosa. A medida que aumentou a
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intensidade luminosa, houve maior nimero de cloroplastos por célula. Esses

resultados contrastam com os encontrados por Nery et al. (2007) que,

trabalhando com Calophyllum brasiliense mantidas sob Sombrite® a 0%, 30%,

50% e 70% de sombreamento, verificaram que ndo houve diferenga para esta

caracteristica.
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FIGURA 4- Numero de cloroplastos por célula, area (um?), comprimento (um) e

largura (um) de cloroplastos de plantas de Melissa officinalis L.,
cultivadas sob intensidade luminosa de 20%, 60% e 100%, com
malhas termo-refletoras (Aluminet®). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (a=5%). UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Ja Costa et al. (2007), estudando Ocimun selloi (Lamiaceae) submetidas

ao cultivo sob malhas coloridas, observaram que o nimero de cloroplastos por

célula do parénquima palicadico, bem como o seu tamanho, foi maior nos

tratamentos sombreados.

Apesar de estarem presentes em maior numero, foi observada menor

area e largura dos cloroplastos de folhas de melissa cultivada a pleno sol, porém,
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o comprimento apresentou semelhanca entre os tratamentos (Figura 4). De
acordo com Taiz & Zeiger (2004), quando as folhas sdo expostas a uma
intensidade de luz maior do que podem utilizar, o centro de reacdo do
fotossistema ¢ inativado e danificado (fotoinibi¢do) e causa uma depressdo diaria
de taxas fotossintéticas. Assim, plantas de melissa podem ter desenvolvido, por
adaptabilidade, cloroplastos mais finos, com o objetivo de oferecer maior
protegao aos fotossistemas.

Além disso, cloroplastos mais finos podem ter maior facilidade de
movimentacao na célula. De acordo com Taiz & Zeiger (2004), sob luz fraca, os
cloroplastos acumulam-se paralelamente ao plano da folha, de modo que ficam
alinhados perpendicularmente a luz incidente — uma posi¢do que maximiza a
absor¢do de luz. Sob luz forte, os cloroplastos movem-se para as superficies
celulares paralelas a luz incidente, de modo a evitar a absor¢cdo em excesso.
Provavelmente, as folhas de melissa submetidas a pleno sol produziram
cloroplastos mais finos como resposta adaptativa e, assim, com menor densidade
tém maior mobilidade para responder a variagdes de luz que ocorrem durante o
dia.

No cloroplasto ocorre a sintese dos graos de amido e estes apresentaram
maior area em plantas de melissa cultivadas sob 60% de intensidade luminosa,
em detrimento das demais. Em seguida, plantas sob 20% de luz apresentaram
graos de amido com area superior a das plantas cultivadas a 60% e este, maior

que em plantas cultivadas a pleno sol (Figura 5).
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FIGURA 5- Area dos grios de amido (um?) e proporgdo dos grios de amido em
relacdo aos cloroplastos (%) de plantas de Melissa officinalis L.,
cultivadas sob intensidade luminosa de 20%, 60% e 100%, com
malhas termo-refletoras (Aluminet®). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (a=5%). UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Quanto a percentagem de ocupagdo dos graos de amido nos cloroplastos
de parénquima palicaddico de folhas de melissa, plantas submetidas a 60% de
intensidade de luz apresentaram valor médio superior aos demais, que nao

diferiram entre si.
4 CONCLUSOES
Plantas submetidas a 20% de intensidade luminosa apresentaram maior
quantidade de clorofila a e, portanto, maior razdo clorofila a/b.

As folhas de melissa cultivada a pleno sol e a 60% de intensidade de

apresentaram células da epiderme na face superior mais espessas, enquanto as
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células da superficie inferior mostraram caracteristicas encontradas em folhas de
sombra, ou seja, mais finas.

Quanto maior a intensidade luminosa, maior o nimero de cloroplastos,
porém, a pleno sol, eles mostraram-se mais finos e com menor area.

Os graos de amido de plantas cultivadas a 60% de intensidade luminosa

tiveram maior area € ocuparam maior parte nos cloroplastos.
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RESUMO

A utilizagdo de malhas fotoconversoras para o cultivo de algumas espécies
ornamentais e olericolas estd em voga. Dessa forma, vislumbrando a grande
influéncia que a radiagdo solar exerce sobre a fisiologia dos vegetais, esta
pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar o efeito da intensidade e da
qualidade espectral da luz transmitida pelas malhas coloridas (Chromatinet®) em
aspectos fisiologicos de crescimento e no teor, no rendimento € na composicao
quimica do Oleo essencial de Melissa officinalis L. Em delineamento
inteiramente casualizado, foram dispostos quatro tratamentos e cinco repeti¢des,
sendo cada parcela composta de quatro vasos (uma planta por vaso). Os
tratamentos foram caracterizados por plantas de melissa cultivadas a pleno sol,
malha preta (50%), malha Chromatinet® vermelha (50%) e Chromatinet® azul
(50%). As caracteristicas avaliadas consistiram em: biomassa seca de folhas,
caules, parte aérea, raizes e total; razdo raiz/parte acrea; area foliar total; razdo
de area foliar; razdo de peso foliar; area foliar especifica; teor, rendimento e
composi¢do quimica do o6leo essencial. A utilizagdo de malhas favoreceu o
crescimento, independentemente da cor, em relagdo a pleno sol. Para o 6leo
essencial, sob a malha vermelha houve menores teor e rendimento, porém
apresentou o maior teor de citral.

Palavras-chave: planta medicinal; luz; chromatinet®; citral.

ABSTRACT

Growth, content and quality of essential oil of lemon balm cultivated under

color shading nets
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The utilization of color shading nets for cultivation of some ornamentals and
vegetables is in vogue. Thus, observing the great influence that the solar
radiation performs in physiology of the plants, the objective of this research was
to evaluate the effect of the quantity and quality of spectral of light transmitted
through color shading nets (Chromatinet®) in Melissa officinalis L. physiological
aspects of growth and content and chemistry composition. In completely
randomized design were disposed four treatments and five replications, being
each portion composed by four pots (one plant per pot). The treatments were
lemon balm’s plants cultivated under full sunshine, black shading net (50%), red
shading net (50%) and blue shading net (50%). The characteristics evaluated
were: plant’s height; dry biomass of leaves, stems, aerial part, roots and total;
root/aerial part ratio; total leaf area; leaf area ratio; leaf weight ratio; specific
leaf area; content, yield and composition of the essential oil. The utilization of
nets favored the growth organs dry biomass yield, independently of the color, in
comparison with total sun light. For essential oil, under red shading net had
lower content and yield, but its showed the higher citral’s content.

Keywords: medicinal plant; light; chromatinet®; citral.

1 INTRODUCAO

Originaria do sul da Europa, a melissa (Melissa officinalis L., Lamiaceae)
também ¢ conhecida pelos nomes populares de erva-cidreira, cidrilha e melitéia.
E uma erva perene, de caule de sec¢do quadrangular; folhas opostas ovais,
verde-claras, brilhantes ¢ denteadas. As flores sdo esbranquicadas, reunidas em
glomérulos axilares. Possui odor semelhante ao do lim3o e ¢ melifera. Os
constituintes quimicos principais sdo o tanino € o 6leo essencial (Martins et al.,

2000).
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De acordo com Martins et al. (2000), a melissa é indicada como
calmante, digestiva, carminativa, antiespasmédica e antinevralgica. E usada
ainda contra a insOnia, para problemas nervosos e no tratamento de feridas e
atua, ainda, como hipotensor. E aromatizante na culinaria e em licores.

Em plantios comerciais, chega produzir 1.800kg de folhas secas.ha™.ano™
(Martins et al., 2000), sendo o quilograma de folhas secas comercializado a R$
11,00 (U$6,50) (Blank et al., 2005) e cada 10 mL do oleo essencial sdo
comercializados a R$23,50 (U$13,90) (Subhadra, 2007).

Nas ultimas décadas, tem-se dispensado atencdo ao comportamento das
plantas em relagdo a energia solar incidente. A partir disso, surgiram no mercado
varias opcOes para oferecer protecdo as plantas. Foram desenvolvidas algumas
estruturas com telas, plasticos e vidros, originando o que se denominou telados,
estufas e casas de vegetagdo. De forma geral, os cultivos protegidos tém
apresentado éxito para a produg@o comercial de algumas espécies.

As malhas coloridas Chromatinet da empresa Polysac Plastic Industries®
sdo unidas mais densamente para atingir o mesmo efeito de sombreamento
(50%) e, de acordo com o fabricante, alteram o espectro de luz por elas
transmitidas. A malha azul transmite luz de uma banda larga em 470 nm (azul),
além de outros picos na regido do vermelho distante e infravermelho (acima de
750 nm), enquanto que a malha vermelha possui uma maior transmitancia em
comprimentos de onda acima de 590 nm (vermelho) ¢ um pico menor em torno
de 400 nm (violeta), reduzindo ondas azuis, verdes ¢ amarelas.

Pesquisas realizadas por Oren-Shamir (2001) e Shahak et al. (2004)
revelaram que plantas crescidas sob malhas vermelhas apresentaram maior
comprimento das ramificacdes e, sob malhas azuis, apresentaram menor
tamanho em relagdo a malha preta (neutra).

Antonious & Kasperbauer (2002), em pesquisas com cultivo de cenoura,

concluiram que, quando cultivadas sobre coberturas amarelas, foi detectado

89



maior teor de B-caroteno e vitamina C. Isso indicou que a reflexdo da luz pode
ter agdo direta no sistema de regulagdo do crescimento natural das plantas entre
caules e raizes, como também pode influenciar no rendimento e na composi¢ao
quimica de cenoura.

No que concerne a fisiologia, os fitocromos ativam fatores transcricionais
que induzem respostas das plantas a luz. Desempenham algumas fun¢des nos
vegetais, dentre as quais se destaca a capacidade que ele fornece as plantas de
perceberem o sombreamento por outras plantas. Nesse caso, a razdo luz
vermelha/vermelho-distante diminui, induzindo plantas de sombra a alocarem
maior parte de seus recursos para o crescimento em altura; tal comportamento ¢é
conhecido como “resposta de evitagdo da sombra” (Taiz & Zeiger, 2004).

Dessa forma, sobre a melissa, sabe-se que parece ter bom
desenvolvimento em meia sombra, sem excesso. Assim, as informagdes que se
tém sdo apenas praticas (Martins et al., 2000), sem bases cientificas e ndo
existem pesquisas referentes ao comportamento fisiologico desta espécie quando
submetida ao sombreamento e com espectros definidos. Ainda, por se tratar de
tecnologia recente, existem poucos trabalhos nessa area e os resultados obtidos
com outras espécies ndo nos permitem estendé-los a outras.

Assim, vislumbrando a grande influéncia que a radiacdo solar exerce
sobre a produgdo de biomassa e de 6leo essenciais, esta pesquisa foi realizada
com o objetivo de avaliar o efeito da intensidade e da qualidade espectral da luz
transmitida pelas malhas coloridas (Chromatinet®) no crescimento e no teor, no

rendimento e na composi¢do quimica do 6leo essencial de Melissa officinalis L.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no municipio de Lavras, situado na

regido Sul do estado de Minas Gerais, a 918,87 metros de altitude, latitude de
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21°14°S e longitude de 45°00°W GRW. De acordo com a classifica¢do climatica
de Kdoppen, o clima regional ¢ do tipo Cwa, mas apresenta caracteristicas de
Cwb, com duas esta¢cdes bem definidas, uma fria e seca, de abril a setembro, e

outra quente e imida, de outubro a margo (Brasil, 1992).

Obtenciao do material vegetal

As exsicatas estdo depositadas no Herbario ESAL, do Departamento de
Biologia da UFLA e correspondem ao n° 22155.

As mudas de melissa foram produzidas a partir de uma planta matriz
utilizando-se microestacas apicais de 5 centimetros de comprimento e 2
milimetros de diametro e postas para enraizar em bandejas de poliestireno de
128 células, contendo o substrato comercial Plantmax®. Foram cultivadas em
estufa com 60% de sombreamento e, posteriormente, aclimatizadas por meio do

aumento gradativo da intensidade luminosa.

Condigoes climatolégicas durante a conducio do experimento

Os dados climatolégicos da cidade de Lavras, MG foram fornecidos pela
Estacdo Climatologica do Departamento de Engenharia Agricola da UFLA e
estdo expostos na Tabela 1 e a temperatura média incidente nas plantas de

melissa sob as diferentes condigdes luminosas sao mostrados na Tabela 2.
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TABELA 1- Dados climatolégicos da cidade de Lavras, MG, no periodo de
outubro de 2005 a marco de 2006. UFLA, Lavras, MG, 2008.

MESES/ANOS Tx Tn Tméd.  Prec.total UR. Insol.
OUTUBRO/05 30,4 17,4 22,6 102,5 63,9 7,3
NOVEMBRO/05 26,8 17,0 20,9 191,2 77,8 4.8
DEZEMBRO/05 27,4 16,9 21,2 2573 77,5 5,0
JANEIRO/06 29,4 18,3 23,0 149,9 70,5 7,3
FEVEREIRO/06 30,4 18,5 233 284,9 76,5 6,3
MARCO/06 29,3 18,0 22.4 281,5 79,2 6,9

Tx- Média mensal da temperatura maxima (° C)
Tn — Média mensal da temperatura minima (° C)
Tméd — Média mensal de Tx e Tn diarias (° C)
Prec. total — Precipitacao total mensal (mm)

UR — Umidade relativa do ar média mensal (%)
Insol.- Insolagdo média mensal (horas)

TABELA 2- Temperatura média local sob pleno sol, malha preta, malha azul e
malha vermelha. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Tratamento T méd. (°C)
Pleno sol 31
Preta 27
Azul 30
Vermelha 28

Instalacio do experimento

Em dezembro de 2005, 80 mudas de 10 cm de altura foram
transplantadas para vasos de 10 L, contendo solo, areia e esterco (2:1:1).

Foram dispostos quatro tratamentos e cinco repeti¢des em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), sendo cada parcela composta de quatro vasos
(uma planta/vaso). Os tratamentos foram caracterizados pelo cultivo das plantas

sob disponibilidade de radiacdo solar incidente e qualidade espectral: pleno sol,
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malha preta com 50%, malha Chromatinet® vermelha 50% e Chromatinet® azul
50%. As malhas fotoconversoras utilizadas foram fornecidas pela empresa
Polysac Plastic Industries®. A irrigagdo foi realizada até o solo atingir a

capacidade de campo, trés vezes por semana.

Avaliac¢oes de crescimento

As caracteristicas de crescimento avaliadas foram: biomassa seca de
folhas, caules, parte aérea, raizes, total, razdo raiz/parte aérea, area foliar total
(AFT), RAF, RPF e AFE.

Apds 13 semanas de cultivo, as plantas foram coletadas entre as 7 e as 8
horas da manha. As folhas foram destacadas dos ramos e foi realizada a detecgao
da area foliar de quatro plantas representativas de cada tratamento, em 100% das
folhas, por meio de um integralizador de area foliar MODEL LI-3100, Area
Meter marca LICOR.

Posteriormente, as folhas e os caules foram colocados em sacos de papel
kraft e acondicionados em estufa de circulagdo for¢ada de ar, a 35°C, enquanto
as raizes foram lavadas e, depois de retirada a umidade excessiva, foram também
conduzidas a estufa. Depois de ser atingido peso constante, foram obtidas as
suas massas.

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

folhas (Pt), expressos de acordo com Benincasa (1988).

Extracio e identificacdo da composicio quimica dos éleos essenciais
Para a extracdo dos 6leos essenciais, as plantas sofreram uma triagem,
selecionando-se apenas as folhas sadias. Foi utilizado o método de

hidrodestilagdo em aparelho modificado de Clevenger. Dez gramas de folhas
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secas foram colocadas em baldo volumétrico de 1.000 mL e acrescentado um
volume de 750 mL de agua destilada.

Apds a detecgdo de inicio de fervura, teve inicio a cronometragem.
Findo o periodo de extracdo de uma hora e meia, o hidrolato, obtido de cada
hidrodestilagao foi submetido a parti¢ao liquido-liquido em funil de separagdo,
com trés porg¢des de 25mL de diclorometano (cada por¢do descansou por 20
minutos, totalizando 60 minutos por repeti¢do). As fragcdes orgénicas de cada
repeticdo foram reunidas e secas com uma por¢do em excesso de sulfato de
magnésio anidro. O sal foi removido por filtragdo simples e o solvente
evaporado, a temperatura ambiente, em capela de exaustdo de gases até alcangar
peso constante, obtendo-se o 6leo essencial purificado.

Diante da massa obtida, determinou-se o teor percentual do o6leo
essencial nas folhas: T% = massa do 6leo (g)/10g x 100. O rendimento foi
calculado pela formula: R = biomassa seca total das folhas/planta (g) x massa do
oleo obtido (g)/10 g.

As amostras foram identificadas por meio de cromatografo gasoso
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 (30 m comprimento x
0,25 mm didmetro interno x 0,25um de espessura do filme, composto de
fenilmetilpolisiloxano 5%) conectada a um detector quadrupo6lo operando em
energia de impacto a 70 eV 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 inje¢do foi de
0,2 pL (20% em CH,Cl,) em fluxo e temperatura de 60°C e 246°C, com aumento
de 3°C min™, ap6s 10°C min™ para 270°C, mantendo-se a temperatura final por 5
minutos. A identificagdo dos constituintes foi realizada por comparagio,

automatica e manual, dos espectros de massas obtidos com os das bibliotecas
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NIST/EPA/NHI (1998), por comparacdo dos espectros de massas ¢ indices de
retengdo (IR) com os da literatura (Adams, 2001) e co-injecdo com padrdes
auténticos. Os IR foram calculados a partir da co-injecdo com uma mistura de
hidrocarbonetos, C8—C32 (Sigma, EUA) e com a aplicagdo da equagdo de Van
Den Dool & Kratz (1963).

As concentragdes relativas dos compostos foram calculadas a partir das

areas dos picos e expressas com valores aferidos nas trés analises.

Analise estatistica
A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo programa
Sisvar® versio 4.3 (Ferreira, 1999). As médias dos tratamentos foram

submetidas a analise de varidncia pelo teste de F e teste de Scott-Knott (P<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A produgdo vegetal da melissa foi afetada pelas condigdes de cultivo.
Houve diferenga para as caracteristicas de biomassa seca de folha, caule, parte
adrea, raiz, total e area foliar (Figura 1). Observou-se, entre as malhas, que o
comportamento de crescimento foi semelhante; variando em relagdo ao cultivo a

pleno sol.
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FOLHA CAULE PA TOTAL AFT

O Sol 17,04 11,16 28,20 49,12 36,92
W Preta 20,06 13,86 33,92 62,66 53,24
8 Azul 21,36 15,60 36,96 64,20 54,24
@ Vermelha 22,12 15,18 37,30 65,48 56,93

FIGURA 1- Biomassa das folhas, caules, parte aérea, raiz e total (gramas) e area
foliar total (AFT = dm?) de Melissa officinalis L., cultivadas sob
pleno sol, malha preta, malha azul ¢ malha vermelha. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott (0=5%). UFLA, Lavras, MG, 2008.

As plantas cultivadas sob as malhas, independentemente da cor
apresentaram um aspecto melhor que as plantas cultivadas a pleno sol, que

foram menores e com manchas escuras no limbo (Figura 2).

96



Pleno sol

FIGURA 2- Plantas de Melissa officinalis L. cultivadas sob pleno sol, malha
preta, malha azul e malha vermelha. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Diante disso, ¢ licito inferir que as plantas de melissa sdo insensiveis a
qualidade de luz para produgdo de biomassa e expansdo foliar, sendo sensivel
apenas quanto a intensidade de luz, de forma que o sombreamento empregado
pelas malhas (50%), independente de sua cor foi benéfico, em detrimento das
plantas cultivadas a pleno sol. Larcher (2004) assevera que plantas crescidas sob
forte radiagdo tém maior produ¢do e um maior conteudo energético da massa
seca. No entanto, para melissa, esse contetido energético pode ter ficado alocado
nas folhas sob forma de amido, sem que este fosse mobilizado para a producao

de biomassa.
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Este comportamento pode variar entre as espécies. Oren-Shamir et al.
(2001) verificaram maior percentual de ramos de maior comprimento e peso em
plantas de Pittosporum variegatum sob malha vermelha, em relagdo ao
sombreamento com malha azul ou preta.

Plantas de Catharanthus roseus cv. Pacifica White (Apocynaceae) se
adaptam melhor a ambientes sombreados, independentemente da variacdo
espectral, uma vez que plantas cultivadas a pleno sol mostram menor massa seca
total (Melo, 2006). Estes resultados estdo de acordo com os encontrados em
melissa.

Ainda ndo estd bem esclarecida a razdo das alteragdes que ocorrem na
alocagdo de biomassa entre os Orgdos da planta em resposta a alteragdes
espectrais. Alguns estudos, no entanto, associam a percep¢ao do sinal ambiental
pelo fitocromo e receptores de luz azul (criptocromos e fototropinas), € a
resposta de crescimento de caules em Arabidopsis, atribuindo-lhes uma agdo
coordenada (Parks et al., 2001). Segundo Wei & Deng (1996) e Colon-Carmona
et al. (2000), existe participagdo de genes, cujas agdes mediadas por
fotorreceptores modificam as relagdes entre reguladores de crescimento,
alterando o balanco de auxinas, giberelinas e citocininas, em resposta a
modificagdes espectrais, o que poderia modificar a distribuigdo de
fotoassimilados. Desse modo, pode-se supor que plantas de melissa ndo
respondem a esse mecanismo, nas condigdes desse experimento, pois nao
apresentaram respostas diferentes a incidéncia dos distintos espectros
empregados.

Abordando a relagdo raiz/parte aérea, plantas sob malha preta

apresentaram maior relagdo, superior as demais (Figura 3).
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RAIZ/P.A. RPF AFE

0O Sol 0,74 0,35 0,75 2,17
M Preta 0,85 0,32 0,85 2,69
8 Azul 0,74 0,33 0,85 2,56
@ Vermelha 0,75 0,34 0,87 2,58

FIGURA 3- Relagio raiz/parte aérea, razo de peso foliar (RPF = g.g"), razdo de
area foliar (RAF = dm’.g™") e 4rea foliar especifica (AFE = dm’.g™")
de Melissa officinalis L., cultivadas sob pleno sol, malha preta,
malha azul e malha vermelha. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (a=5%). UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Martins (2006) empregou os mesmos tratamentos deste trabalho e
concluiu que razdo raiz/parte aérea de Ocimum gratissimum L. (Lamiaceae), foi
expressivamente maior a pleno sol, o que indica uma alocacdo preferencial de
massa seca para o sistema radicular, em comparacdo a plantas mantidas sob
sombreamento. Esses resultados sdo contrastantes aos encontrados para melissa.
Ou seja, para melissa, apenas a reducdo da intensidade luminosa fez com que
houvesse maior alocacdo de assimilados para a raiz. Alteragdes espectrais ndo
interferiram nessa variavel.

De acordo com Patterson (1980), aumentos na RAF consistem na maior
propor¢do de tecido fotossinteticamente ativo. No entanto, ndo foi detectada

diferenca entre os tratamentos. Ja Dracaena marginata ‘Colorama’, cultivada
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sob malhas preta, azul, vermelha e cinza, apresentou maiores valores de RAF
quando as plantas foram cultivadas sob malha vermelha (Kawabata et al., 2007).

A RPF informa a eficiéncia produtiva do tratamento na producdo massa
seca foliar, em relacdo ao peso da planta toda. Assim, para melissa, ndo foram
encontradas diferengas (Figura 3).

Ja plantas de Ocimum gratissimum (Lamiaceae) crescidas em ambiente
de pleno sol e as sob malha azul apresentaram menores valores de RPF que as
plantas sob malhas preta e vermelha. Isso demonstra que tratamentos sob pleno
sol ou sob malha azul alocam menos fotoassimilados para as folhas em relagao
aos demais tratamentos. Valores de AFE foram mais reduzidos na condig¢do de
pleno sol, indicando que as folhas de O. gratissimum tornam-se mais espessas
quando as plantas sdo mantidas em local sem nenhum tipo de sombreamento
(Martins, 2006). Estes resultados sdo distintos dos encontrados neste trabalho
com melissa.

A AFE relaciona um componente morfoldgico, a superficie da folha, com
um componente anatomico, a fitomassa seca da folha (Benincasa, 1988). Porém,
ndo houve diferenca nesta pesquisa (Figura 3).

Em estudo da palmeira-rafia, com os mesmo tratamentos adotados nessa
pesquisa, concluiu-se que nao houve efeito dos diferentes tipos de malhas
utilizadas para o cultivo, no crescimento de mudas de Rhapis (Meirelles et al.,
2007). Esses dados confirmam os encontrados com melissa.

Reportando-se aos Oleos essenciais, as analises apontaram diferenga
entre os tratamentos ¢ mostraram que, com o emprego do cultivo de melissa sob
malha vermelha, foram obtidos menor teor e rendimento de 6leo essencial. Os

demais tratamentos foram iguais (Figura 4).
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FIGURA 4- Teor (%) e rendimento de 6leo essencial (g.planta’) de Melissa
officinalis L., cultivadas sob pleno sol, malha preta, malha azul e
malha vermelha. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem
entre si, pelo teste de Scott-Knott (a=5%). UFLA, Lavras, MG,
2008.

Assim, pode-se inferir que plantas de melissa ndo respondem
positivamente a utilizagdo da malha vermelha para a producdo de 6leo. Assim ¢
possivel que a alteragdo no espectro incidente nas plantas, promovida pela malha
vermelha, ocasione a falta de outro comprimento de luz (ja que a malha possui
filtro de transmissdo de determinados espectros) que ndo absorvido pelos
pigmentos, ocorra a anulagdo de alguma rota importante para a sintese de
terpenos e prejudique a produgdo do 6leo essencial.

Em estudos com Mikania laevigata e Mikania glomerata (Asteraceae),
Souza (2006) empregou malhas vermelha, cinza, azul e pleno sol e concluiu que,
para a primeira espécie, houve maior teor de 6leo essencial sob malha vermelha
e, para a segunda, sob malha azul. Para ambas, as plantas cultivadas a pleno sol

apresentaram os menores valores.
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Em Thymus vulgaris (Lamiaceae), a concentragao total do 6leo foi mais
alta em plantas cultivadas a 100% de intensidade luminosa e diminuiu com o
decréscimo no nivel da intensidade. Dos 19 compostos comparados nos varios
tratamentos de intensidade de luz, a maioria diminuiu com os decréscimos dos
niveis de luz. O timol, composto majoritario, foi aproximadamente 10% mais
alto em plantas submetidas a 100% de intensidade de luz do que a 27% (Li et al.,
1996).

No entanto, para melissa, os tratamentos com malha preta ¢ azul, ambas
com 50% de sombreamento, ndo diferiram dos valores de teor de 6leo essencial
encontrados para plantas cultivadas a pleno sol. Isso mostra que a intensidade de
luz nao interferiu na produgdo do o6leo essencial.

Referindo-se a qualidade do 6leo, plantas cultivadas sob malha vermelha
apresentaram maior quantidade de citral (neral + geranial), que ¢ o composto
majoritario de maior interesse comercial de melissa. Resultados aproximados
foram verificados entre os tratamentos malha azul e plantas cultivadas a pleno
sol. O menor valor de citral no 6leo essencial de plantas de melissa foi
encontrado sob malha preta. Ja o citronelal foi maior em plantas cultivadas sob

malha vermelha ¢ a pleno sol (Tabela 3).
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TABELA 3- Composi¢do quimica e percentagem relativa da area do oleo
essencial de Melissa officinalis L. (%) cultivadas sob pleno sol,
malha preta, malha azul e malha vermelha. UFLA, Lavras, MG,

2008.

IK Compostos quimicos Pleno sol Preta Azul Vermelha
1141  desconhecido 1,35 1,58 1,04 1,21
1152 citronelal 0,76 0,10 0,10 1,61
1193 angelato de prenila 2,84 3,59 3,62 3,31
1240 neral 10,32 7,94 11,38 13,82
1270  geranial 16,55 12,78 1845 22,72
1278  epoxi-linalol (isdmero desconhecido) 20,90 26,82 19,89 18,45
1283  epoxi-linalol (isomero desconhecido) 21,73 22,89 2248 16,41
1296  desconhecido 2,65 3,47 3,47 3,67
1363 acetato de nerila 7,54 7,45 6,61 4,50
1374  trans-6-hidroxi-terpineol 0,10 0,10 0,10 2,36
1404  desconhecido 2,03 2,35 2,00 2,25
1426  desconhecido 1,76 2,24 1,68 2,47
1529  desconhecido 4,35 6,41 3,79 4,57
1585 oxido de cariofileno 4,38 249 2,24 2,64

Total identificado 85,12 84,16 84,87 85,82

De acordo com Shahak et al. (2004), as malhas fotoconversoras
representam um conceito agrotecnologico novo, que objetiva combinar a
protecdo fisica, juntamente com a filtragem diferencial da radiagdo solar, para
promover respostas fisiologicas desejaveis, reguladas pela luz. No entanto, para

melissa, este ultimo objetivo ndo foi atingido.

4 CONCLUSOES

A utilizagdo de malhas favoreceu o crescimento, independentemente da
cor, em relagdo a pleno sol.
Sob a malha vermelha, houve menor teor e rendimento de Oleo

essencial, porém o apresentou o maior teor de citral.
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CAPITULO VI

Caracteristicas fisiologicas e anatomicas de Melissa officinalis L.

(Lamiaceae) cultivada sob malhas fotoconversoras

BRANT, R.S.; PINTO, J.E.B.P. et al.

Preparado de acordo com as normas do periodico: Ciéncia e Agrotecnologia.
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RESUMO

Plantas medicinais tém apresentado importantes diferencas em suas
caracteristicas morfofisiologicas, quando submetidas a variagdes no regime
luminoso. Dessa forma, o objetivou-se avaliar modificacdes fisioldgicas e
anatomicas em plantas de melissa, cultivadas sob malhas fotoconversoras
(Chromatinet®). Os tratamentos foram caracterizados pela disponibilidade de
radiacdo solar incidente e qualidade espectral no cultivo das plantas: pleno sol,
malha preta (50%), malha Chromatinet® vermelha (50%) e malha Chromatinet®
azul (50%). Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Plantas
de melissa crescidas sob malha azul apresentaram maior contetido de clorofila a,
b e total. A pleno sol, houve maior espessura das faces da epiderme e do
mesofilo, bem como em quantidade de cloroplastos e area de grios de amido. A
maior propor¢do ocupada pelos graos de amido nos cloroplastos foi sob a malha
preta.

Palavras-chave: planta medicinal; clorofila; cloroplasto; epiderme;

sombreamento; chromatinet™

ABSTRACT

Physiological and anatomical characteristics of Melissa officinalis L.

(Lamiaceae) cultivated under color shading nets

Medicinal plants have shown important differences in their morphophysiological
characteristics when submitted at variations of light programs. Thus, the
objective of this work was to evaluate physiological and anatomical
modifications in plants of lemon balm, grew under color shading nets

(Chromatinet®). The treatments were characterized by availability of the incident
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solar radiation and spectral variation on plants cultivation: full sunshine, black
shading net (50%), red shading net (50%) and blue shading net (50%). It was
adopted the completely randomized design (CRD). Lemon balm’s plants grew
under blue shading net showed higher a, b, and total chlorophyll content. At full
sunshine had higher thickness of epidermis and mesophyll, as well in chloroplast
quantity and starch grains area. The major proportion occupied for starch grain
on chloroplasts was under black shading net.

Keywords: medicinal plant; chlorophyll; chloroplast; epidermis; shading;

chromatinet®

1 INTRODUCAO

A melissa (Melissa officinalis L. — Lamiaceae) também ¢ conhecida
pelos nomes populares de cidreira, erva-cidreira, cidreira-verdadeira, cidrila,
melitéia, cha-da-franca, limonete, salva-do-brasil, erva-luisa, cha-de-tabuleiro e
melissa-romana. E origindria da Europa e Asia. As suas folhas e inflorescéncias
sdo empregadas na forma de cha, de preferéncia com a planta fresca, como
calmante nos casos de ansiedade e insOnia e também como medicacdo contra
dispepsia, estados gripais, bronquite cronica, cefaléias, enxaqueca, dores de
origem reumatica, para normalizar as fun¢des gastrintestinais e, externamente,
no tratamento de manifestagdes virais. Na composi¢ao quimica do 6leo essencial
¢ registrada a presenca de citral, citronelal, citronelol, limoneno, linalol e
geraniol (Lorenzi & Matos, 2002).

Reportando-se ao cultivo, alguns estudos de plantas tém sido realizados
em busca do conhecimento da ecofisiologia de diferentes espécies submetidas a
condi¢gdes de luminosidade variadas (Cooley et al., 2000; Musil et a., 2002;

Farias et al., 1997; Muroya et al., 1997). Da mesma forma, atengdes t€m sido
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dispensadas a modificagdes internas ocorridas nas plantas, ja que externamente
varias espécies tém apresentado morfologia diferenciada.

A anatomia foliar é altamente especializada para a absor¢do de luz e as
caracteristicas do mesofilo, principalmente as do parénquima paligadico,
garantem a absor¢do uniforme da luz através da folha (Taiz & Zeiger, 2004).
Assim, podem ocorrer modificagdes estruturais nas células destes, para que
ocorra a adaptacao da planta a condi¢des ambientais.

As malhas fotoconversoras Chromatinet da empresa Polysac Plastic
Industries® sdo unidas mais densamente para atingir o mesmo efeito de
sombreamento (50%) e, de acordo com o fabricante, alteram o espectro de luz
por elas transmitidas. A malha azul transmite luz de uma banda larga em 470 nm
(azul), além de outros picos na regido do vermelho distante e infravermelho
(acima de 750 nm), enquanto que a malha vermelha possui maior transmitancia
em comprimentos de onda acima de 590 nm (vermelho) e um pico menor em
torno de 400 nm (violeta), reduzindo ondas azuis, verdes e amarelas.

Estudando o comportamento de Mikania glomerata Sprengel
(Asteraceae) sob malhas fotoconversoras, Souza (2006) concluiu que maiores
teores de clorofila a, b e total foram encontrados em plantas sob malha azul, em
detrimento das cultivadas sob malhas vermelha e cinza. Em condi¢des de pleno
sol, foi constatado o menor teor das clorofilas.

Costa et al. (2007), estudando o cultivo de Ocimum selloi Benth.
(Lamiaceae) sob malhas Chromatinet® 50% vermelha e azul e a pleno sol,
concluiram que houve aumento da espessura do limbo foliar em plantas
cultivadas a pleno sol, ja o nimero de cloroplastos do parénquima paligadico e o
seu tamanho foram maiores nos tratamentos sombreados.

Pesquisas relatando o efeito da qualidade da luz no cultivo de melissa sdo

inexistentes. Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
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modificagdes fisioldgicas e anatomicas em melissa, cultivada sob malhas

fotoconversoras (Chromatinet®).

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no municipio de Lavras, situado na
regido Sul do estado de Minas Gerais, a 918,87 metros de altitude, latitude de
21°14°S e longitude de 45°00°W GRW. De acordo com a classifica¢do climatica
de Kdoppen, o clima regional ¢ do tipo Cwa, mas apresenta caracteristicas de
Cwb, com duas estagcdes bem definidas, uma fria e seca, de abril a setembro, e

outra quente e umida, de outubro a marco (Brasil, 1992).

Obtenc¢ao do material vegetal

As exsicatas estdo depositadas no Herbario ESAL, do Departamento de
Biologia da UFLA e correspondem ao n° 22155.

As mudas de melissa foram produzidas a partir de uma planta matriz,
utilizando-se microestacas apicais de 5 centimetros de comprimento e 2
milimetros de didmetro e postas para enraizar em bandejas de poliestireno de
128 células, contendo o substrato comercial Plantmax®. Foram cultivadas em
estufa com 60% de sombreamento e, posteriormente, aclimatizadas por meio do

aumento gradativo da intensidade luminosa.

Condicoes climatolégicas durante a conduc¢ao do experimento

Os dados climatologicos da cidade de Lavras, MG foram fornecidos pela
Estagao Climatologica do Departamento de Engenharia Agricola da UFLA e
estdo expostos na Tabela 1 e a temperatura média incidente nas plantas de

melissa sob as diferentes condi¢es luminosas sdo mostrados na Tabela 2.
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TABELA 1- Dados climatolégicos da cidade de Lavras, MG, no periodo de
outubro de 2005 a marco de 2006. UFLA, Lavras, MG, 2008.

MESES/ANOS Tx Tn Tméd.  Prec.total UR. Insol.
OUTUBRO/05 30,4 17,4 22,6 102,5 63,9 7,3
NOVEMBRO/05 26,8 17,0 20,9 191,2 77,8 4.8
DEZEMBRO/05 27,4 16,9 21,2 2573 77,5 5,0
JANEIRO/06 29,4 18,3 23,0 149,9 70,5 7,3
FEVEREIRO/06 30,4 18,5 23,3 284,9 76,5 6,3
MARCO/06 29,3 18,0 22,4 281,5 79,2 6,9

Tx- Média mensal da temperatura maxima (° C)
Tn — Média mensal da temperatura minima (° C)
Tméd — Média mensal de Tx e Tn diarias (° C)
Prec. total — Precipitacao total mensal (mm)

UR — Umidade relativa do ar média mensal (%)
Insol.- Insolagdo média mensal (horas)

TABELA 2- Temperatura média local sob pleno sol, malha preta, malha azul e
malha vermelha. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Tratamento T méd. (°C)
Pleno sol 31
Preta 27
Azul 30
Vermelha 28

Instalacio do experimento

Em dezembro de 2005, 80 mudas de 10 cm de altura foram
transplantadas para vasos de 10 L, contendo solo, areia e esterco (2:1:1).

Os tratamentos foram arranjados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) e caracterizados pelo cultivo das plantas sob disponibilidade
de radiagdo solar incidente e qualidade espectral: pleno sol, malha preta com

50%, malha Chromatinet® vermelha 50% e Chromatinet® azul 50%. As malhas
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fotoconversoras utilizadas foram fornecidas pela empresa Polysac Plastic
Industries®. A irrigagdo foi realizada até o solo atingir a capacidade de campo,

trés vezes por semana.

Avaliacoes
As avaliagdes foram iniciadas apos 13 semanas da instalagdo do
experimento, a partir de 15 folhas completamente expandidas do terceiro né da

parte superior da planta, tomadas ao acaso, em cada tratamento.

Determinacio dos conteudos de clorofila

As folhas foram imediatamente acondicionadas em papel aluminio e em
caixa de isopor com gelo até serem transferidas ao laboratorio. A quantificacao
das clorofilas a, b e total foi realizada segundo a metodologia de Arnon (1949),
utilizando-se quatro repetigdes.

As folhas foram cortadas em pedagos de 1cm, eliminando-se a nervura
central e, em seguida, foram determinadas as massas frescas para cada avaliacao
(com quatro repetigdes) ¢ a absorbancia das amostras, a 663nm, para a clorofila
a e a 645nm, para a clorofila b, num espectrofotometro v/uv Beckman modelo
640 B. Os calculos de mg de clorofila por grama de massa seca de tecido foliar
foram realizados a partir das equagdes: 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.
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Anatomia foliar

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 clarificacdo em solucdo de 1% de hipoclorito de sodio, por 15
minutos. Em seguida, foram lavadas em 4agua destilada, neutralizadas em
solucdo acética a 1%. A coloracdo 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 medi¢des da espessura dos tecidos foram realizadas por meio do
software de medicdo Sigma Scan Pro, utilizando-se fotomicrografias registradas
em camera digital Canon PowerShot A620 acoplada ao microscopio KEN-A-
VISION TT18. Foram utilizadas 15 repetigdes, por tratamento, das
caracteristicas: espessura da epiderme nas faces adaxial e abaxial e dos
parénquimas pali¢adico e esponjoso.

Para a realizagdo das observagdes em microscopio eletronico de
transmissdo, fragmentos de aproximadamente 0,5 cm’ retirados da porgdo
mediana das folhas foram fixados em solugdo de glutaraldeido (2,5%) e
paraformaldeido (2,5%), em tampdo cacodilato, pH 7,0, 0,05 M + CaCl, 0,001
M por, aproximadamente, quatro horas, em temperatura ambiente.

Posteriormente, esses fragmentos foram lavados em tampado cacodilato
0,05 M (trés vezes de 10 minutos) e pos-fixados em tetréxido de 6smio 1% em
tampao cacodilato 0,05 M, por 4 horas. Em seguida, iniciou-se a desidratagdo
em gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90%, por 10 minutos e 3 vezes em
100%, por 10 minutos). Logo apds, o material foi incluido em gradiente
crescente de acetona e resina Spurr 30%, por 8 horas, a 70%, por 12 horas e 2

vezes a 100%, em intervalos de 24 horas. Os tecidos foram emblocados em
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resina pura ¢ colocados em estufa, a 70°C, por 48 horas, para a polimerizagao.
Os blocos obtidos foram desbastados com ldminas de ago para a retirada da
resina excedente. Foram realizados os cortes em segdes semifinas (1 pm) e
ultrafinas (<100 nm), utilizando-se um ultramicrétomo Reichrt-Jung com
navalha de diamante.

Os cortes semifinos foram coletados com anel de ouro, colocados em
laminas de vidro, corados com azul de toluidina (1 g de azul de toluidina, 1 g de
borato de so6dio e 100 mL de agua purificados por meio de filtro Millipore 0,2
um) e montados permanentemente em meio Permount. Os cortes ultrafinos
foram coletados em grades de ouro (golden slot grids) e secos em raques de
aluminio cobertos com formvar (Rowley & Moran, 1975). As se¢des foram pos-
contrastadas em acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo, por trés
minutos cada e, em seguida, examinadas em microscopio eletronico de
transmissdo Zeiss, modelo EM 109. Foram utilizadas 10 repeti¢cGes para cada
tratamento e as caracteristicas observadas para as analises ultra-estruturais foram
o numero de cloroplastos por célula, a area, o comprimento e a largura, a area
dos grios de amido e a propor¢do da area ocupada pelos graos de amido nos

cloroplastos, em células do parénquima pali¢adico.

Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo programa
Sisvar® versio 4.3 (Ferreira, 1999). As médias dos tratamentos foram
submetidas a andlise de varidncia pelo teste de F e comparadas pelo teste de

Scott-Knott (P<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos conteudos de clorofila indicou que houve diferenca entre

plantas de melissa submetidas a condi¢des luminosas distintas (Figura 1).

30 4
a
20 -
10 4 a
b b
c a a
N [ B Ay
CLOROFILA a CLOROFILA b CLOROFILA a/b
TOTAL
O Sol 2,76 1,32 4,08 2,12
M Preta 3,25 0,13 3,38 24,48
8 Azul 4,89 2,18 7,07 2,24
@ Vermelha 3,52 2,31 5,83 1,53
Clorofila

FIGURA 1- Contetdo de clorofila a, b e total (mg g”' de massa fresca) e razdo
clorofila a/b em plantas de Melissa officinalis L., cultivadas sob
pleno sol, malha preta, malha azul ¢ malha vermelha. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott (0=5%). UFLA, Lavras, MG, 2008.

As folhas de melissa cultivada a pleno sol apresentaram menor teor de
clorofila @ que os demais tratamentos, indicando, assim, que o sombreamento
favoreceu a producdo deste pigmento para a espécie. Martins (2006),
trabalhando com Ocimum gratissimum e Souza (2006), estudando Mikania

laevigata e Mikania glomerata, relataram resultados semelhantes.
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Taiz & Zeiger (2004) asseveram que algumas espécies adicionam mais
clorofila de antena ao fotossistema II em ambientes sombrios. Essa adaptacdo
parece acentuar a absorcdo de luz e a transferéncia de energia. Isso pode ter
ocorrido com a clorofila a de folhas de melissa cultivada sob as malhas.

Sob malha azul, foi encontrado o maior teor de clorofila a e b de
melissa. No entanto, ndo houve diferenca com a malha vermelha no teor de
clorofila b em relagdo a malha azul. A pleno sol, houve comportamento
intermedidrio, enquanto que, em plantas submetidas a malha preta, foi
encontrada a menor quantidade de clorofila b, mostrando que o sombreamento
ndo determina a quantidade desta em melissa e, sim, a qualidade da luz incidente
(Figura 1).

A luz azul favoreceu os contetidos de clorofila total para a melissa, sendo
seguida pela luz vermelha. Sabe-se que em ambiente sob luz vermelha ha menor
relacdo vermelho/vermelho distante. Kasperbauer & Peaslee (1973), estudando o
conteudo de clorofila por unidade de area em plantas de tabaco, verificaram
menores valores quando em ambiente com baixa relagdo V/VD. Isso pode ter
ocorrido também com melissa, comparando-se as malhas azul e vermelha. Além
disso, alguns trabalhos relatam que a luz azul regula a expressdo de certos genes
envolvidos em varios processos morfogenéticos importantes, como a biossintese
de clorofila e de outros pigmentos (Tsunoyama et al., 2002; Schwartz & Zeiger,
1984). Ainda, Schuerger et al. (1997) asseguram a luz azul é importante na
sintese deste pigmento. Assim, sob a luz azul, provavelmente, as plantas de
melissa produzem maior quantidade de clorofilas.

Souza (2006) encontrou respostas semelhantes em Mikania laevigata e
Mikania glomerata. Ja Martins (2006) verificou resultados divergentes ao desta
pesquisa, apontando a malha preta com o maior contetdo de clorofilas.

Ja sob malha preta, houve menor quantidade de clorofila total, isto

creditado aos baixissimos valores de clorofila b verificados neste tratamento,
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menores ainda que os sob pleno sol. As alteragdes no contetido dos pigmentos
em resposta & composi¢ao espectral da luz constituem uma adaptagdo cromatica
que proporciona vantagem ecoldgica em virtude da melhoria no desempenho
fotossintético da planta (Larcher, 2004).

Na relagdo clorofila a/b, verificou-se que, sob malha preta, houve maior
valor em detrimento dos demais, que foram semelhantes entre si. Isto ocorreu
devido ao valor muito baixo de clorofila b presente em plantas de melissa sob
malha preta.

Taiz & Zeiger (2004) afirmam que em ambientes sombreados hd uma
alta relacdo clorofila b/a. Isso ndo foi observado para melissa, cultivada nas
condi¢des deste experimento.

Além de modificagdes bioquimicas ocorrem também caracteristicas
anatomicas contrastantes e estas podem ser encontradas em folhas da mesma
planta expostas a regimes luminosos diferentes (Taiz & Zeiger, 2004). Folhas de
melissa apresentaram adaptacdes anatOmicas consentdneas aos diferentes

ambientes luminosos (Figura 2).

118



50,00 -

a
a
40,00 -
30,00 -
20,00 - a
10,00 - I
0,00 - — ] =
ADAXIAL ABAXIAL PALICADICO ESPONJOSO
0 Sol 30,00 14,13 40,98 43,20
W Preta 17,80 11,33 34,48 36,07
8 Azul 18,87 12,60 36,39 37,07
@ Vermelha 21,13 12,20 36,88 38,67

FIGURA 2- Espessura (um) da epiderme nas faces adaxial e abaxial, do
parénquima pali¢ddico e esponjoso de folhas de Melissa
officinalis L., cultivadas sob pleno sol, malha preta, malha azul e
malha vermelha. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si, pelo teste de Scott-Knott (a=5%). UFLA, Lavras, MG,
2008.

Plantas de melissa cultivadas a pleno sol apresentaram maior espessura
da epiderme na face adaxial e, em seguida, as plantas cultivadas sob malha
vermelha. Sob as malhas preta e azul houve os menores valores e semelhantes
entre si (Figura 2). Souza et al. (2007) verificaram que plantas de Mikania
laevigata a pleno sol e sob malha azul apresentaram a maior espessura.

Ja Martins (2006) observou que, para plantas de Ocimum gratissimum,
ndo houve diferenga entre os tratamentos para esta caracteristica, bem como para
a face abaxial da epiderme. Isso ndo ocorreu com melissa, que apresentou maior
espessura da face abaxial quando cultivada a pleno sol e os demais tratamentos

foram semelhantes entre si. Taiz & Zeiger (2004) afirmam que folhas
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submetidas a pleno sol sdo mais espessas ¢ possuem células paligadicas mais
longas do que as de sombra.

A camada do parénquima palicadico apresentou maior espessura em
plantas de melissa cultivadas a pleno sol e os demais tratamentos ndo diferiram
entre si (Figura 2). O mesmo resultado foi observado para o parénquima
lacunoso, indicando que a espécie apresenta esta caracteristica adaptativa
quando em 100% de luz. Plantas de Ocimum gratissimum apresentaram o
mesmo comportamento, quando submetida a tratamentos semelhantes aos desta
pesquisa (Martins, 2006). Lee et al. (2000) asseveram que o espessamento foliar
¢ efeito apenas da intensidade luminosa, pois a qualidade espectral ndo é capaz
de afetar a contribui¢do das camadas de tecido do mesofilo. Estes resultados
corroboram com os de melissa.

Costa et al. (2007), estudando Ocimum selloi sob pleno sol, malha
vermelha e azul, concluiram que a face adaxial da epiderme e a camada
palicadica nao apresentaram diferenca, enquanto a face abaxial da epiderme e a
camada lacunosa foram mais espessas, superiores a plantas a pleno sol.

Os resultados encontrados para as células epidérmicas da face adaxial e
do parénquima palicadico de folhas de melissa podem ser explicados pela
diferenga de distribui¢do de fotoassimilados. De acordo com Sert (1992), em
menor intensidade luminosa, as plantas apresentam folhas mais finas, devido ao
consumo de assimilados para a expansao de area foliar.

Isso também pode ser explicado pelas teorias da a¢do da radiagdo solar
na morfogenética vegetal. Plantas submetidas a maiores intensidades luminosas
apresentam, geralmente, elevadas concentra¢des de agucares soliveis e, como
conseqiiéncia, aumento da pressdo osmotica, favorecendo a expansdo celular

(Rizzini, 1976).
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Varia¢Ges sdo encontradas quando a planta é submetida a diferentes
regimes luminosos, o que ocorreu também em nivel de cloroplasto. A ultra-

estrutura dos cloroplastos de laminas foliares de melissa ¢ mostrada na Figura 3.

FIGURA 3- Eletromicrografias de transmissdo eletronica (MET) mostrando
cloroplastos e grdos de amido nas células do parénquima
palicadico de laminas foliares de Melissa officinalis L., cultivadas
sob pleno sol (A), malha preta (B), malha azul (C) ¢ malha

vermelha (D). Cl- cloroplasto e G- grao de amido. UFLA, Lavras,
MG, 2008.
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Em plantas de melissa foram observadas diferencas entre numero, area,
comprimento ¢ largura dos cloroplastos do parénquima palicadico (Figura 4).
Quando submetidas a pleno sol, plantas de melissa apresentaram maior nlimero
de cloroplastos, superior aos demais. A malha azul proporcionou maior

quantidade de cloroplastos que a malha preta e, por ultimo, a malha vermelha.

150 1 a
b
C
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d b b a
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a a b .
0,0 ; ,
NYCELULA AREA COMPRIMENTO LARGURA
0 Sol 13,9 9,3 5,7 2,1
B Preta 11,0 7,8 5,4 2,2
B Azul 12,3 3,2 3,1 1,4
@ Vermelha 7,0 4,7 6,6 1,0

Cloroplasto

FIGURA 4- Numero por célula, area (um?), comprimento (pum) e largura (um)
de cloroplastos de plantas de Melissa officinalis L., cultivadas sob
pleno sol, malha preta, malha azul e malha vermelha. Mé¢dias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott (a=5%). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Schuerger et al. (1997) asseguram que a luz azul é importante para o
desenvolvimento dos cloroplastos e tem se mostrado mais eficiente que a luz

vermelha. A exposicdo a radiacdo na faixa do vermelho e vermelho distante
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durante o crescimento e o desenvolvimento foliar influencia o desenvolvimento
dos cloroplastos (Leong et al., 1985). O que ndo ocorreu com melissa.

Em resultados contrastantes, Souza et al. (2007) verificaram que, em
Mikania glomerata, ha maior numero de cloroplastos quando ela ¢é cultivada sob
malha azul e os demais tratamentos influenciaram de forma semelhante a
caracteristica em questdo. Costa et al. (2007) encontraram maior quantidade de
cloroplastos em plantas de Ocimum selloi submetidas a malhas azul e vermelha,
em detrimento de pleno sol.

Além de estarem presentes em maior numero, os cloroplastos de folhas
de melissa cultivada a pleno sol apresentaram a maior area (Figura 4). Larcher
(2004) afirma que plantas que crescem sob forte radiagdo desenvolvem células
do mesofilo ricas em cloroplasto. Sob malha azul, os cloroplastos de melissa
apresentaram a menor area. J4 Souza et al. (2007) encontraram maior area de
cloroplastos de Mikania laevigata sob pleno sol e malhas vermelha e azul.

O maior comprimento dos cloroplastos foi detectado em plantas
submetidas ao cultivo sob malha vermelha, porém, apresentaram a menor
largura. Esses resultados estdo de acordo com os de Souza et al. (2007),
trabalhando com espécie Mikania laevigata.

Referindo-se a largura dos cloroplastos de melissa, o maior valor
encontrado para esta caracteristica foi em plantas submetidas ao cultivo sob
pleno sol e malha preta. Martins (2006) verificou que, a pleno sol ¢ sob malha
azul, houve maior largura dos cloroplastos de Ocimum gratissimum.

Nos cloroplastos ocorre a sintese de amido e estes apresentaram maior
area quando as plantas de melissa foram cultivadas sob pleno sol e malha preta

(Figura 5).
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FIGURA 5- Area dos grios de amido (um?) e proporgdo dos grios de amido em
relagdo aos cloroplastos (%) de plantas de Melissa officinalis L.,
cultivadas sob pleno sol, malha preta, malha azul e malha vermelha.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott (a=5%). UFLA, Lavras, MG, 2008.

Valores inferiores foram encontrados em plantas de melissa sob malha
azul e vermelha, indicando que a qualidade espectral desfavorece em area os
graos de amido presentes no cloroplasto. Ja Costa et al. (2007) concluiram que
ndo houve diferenga entre os tratamentos para area dos grdos de amido de
Ocimum selloi. Em Ocimum gratissimum (Martins, 2006) ¢ Mikania laevigata
(Souza, 2006), plantas cultivadas sob pleno sol e malhas vermelha e azul
apresentaram maior area dos graos de amido.

Sob malha preta houve a maior propor¢do de ocupagdo em area dos graos
de amido nos cloroplastos (Figura 5). Larcher (2004) assevera que plantas

crescidas sob forte radiacdo tém maior produgdo ¢ um maior conteudo
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energético da massa seca. Assim, provavelmente, as plantas sob pleno sol
tiveram seu conteudo energético armazenado no cloroplasto sob forma de grios
de amido.

Outrossim, aparentemente, as plantas de melissa cultivadas sob malhas
apresentaram aspecto melhor do que as plantas a pleno sol; as folhas

apresentaram menos danos e colora¢do mais homogénea.

4 CONCLUSOES

Plantas de melissa crescidas sob malha azul tiveram maior contetido de
clorofila a, b e total.
A pleno sol, obteve-se maior espessura de epiderme e do mesofilo, bem
como de quantidade de cloroplastos e area de graos de amido.
A maior propor¢do ocupada pelos gridos de amido nos cloroplastos

ocorreu sob a malha preta.
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ANEXOS

ANEXO A

TABELA 1 A. Resumo da analise de variancia do capitulo II,
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TABELA 1 A. Resumo da analise de varidncia do capitulo II, referentes a:
biomassa seca de folhas, caules, parte aérea, raiz, total, razao
raiz/parte aérea, razdo peso foliar (RPF), area foliar total
(AFT), altura da parte acrea, teor e rendimento de Oleo
essencial de Melissa officinalis L. UFLA, Lavras, MG, 2008.

CAUSA DA VARIACAO
Trat Bloco Residuo Total C.V. (%)
G.L. 4 3 12 19 -
ESTERCO BOVINO
B.S. Folhas 510,83* 6,18 11,56 - 14,38
B.S. Caules 471,20% 16,93 14,10 - 16,76
B.S.P.A. 194983 * 17,80 24,93 - 10,83
B.S. Raiz 5160,70* 46,85 32,77 - 12,01
Q. B.S. Total 12265,93* 16,73 94,19 - 10,36
M. Razio 0,582%* 0,034 0,010 - 10,62
raiz/P.A.
AFT 4485,15% 26,29 56,72 - 10,72
Altura 215,83* 16,98 35,69 - 9,66
Teor 6. e. 0,010821*  0,000919  0,000621 - 22,01
Rendim. 6.e.  0,001194*  0,000110 0,000042 - 22,65
ESTERCO AVICOLA
B.S. Folhas 1252,80% 21,45 12,73 - 10,78
B.S. Caules 840,22%* 2,71 9,10 - 10,35
Continuagao...

* Significativo a 5% de probabilidade.
NS — Nao significativo a 5% de probabilidade.
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...Continuagao

TABELA 1 A. Resumo da analise de variancia do capitulo II, referentes a:
biomassa seca de folhas, caules, parte aérea, raiz, total, razdo
raiz/parte aérea, razdo peso foliar (RPF), razdo de area foliar
(RAF), area foliar especifica (AFE), area foliar total (AFT),
altura da parte aérea, teor e rendimento de 6leo essencial de
Melissa officinalis L. UFLA, Lavras, MG, 2008.

CAUSA DA VARIACAO
Trat Bloco Residuo Total C.V. (%)

B.S.P.A. 4079,93* 30,85 23,23 - 7,75

B.S. Raiz 4031,22%* 83,48 45,77 - 11,90

Q. B.S. Total 16045,10* 128,08 89,30 - 7,94

M. Razdo 0,070* 0,020 0,013 - 13,40
raiz/P.A.

AFT 9666,73* 815,42 714,06 - 30,61

Altura 950,58* 31,20 45,58 - 8,75

Teor 6. e. 0,022106*  0,001987  0,000507 - 16,09

Rendim. 6.e.  0,003661*  0,000555 0,000124 - 22,30

* Significativo a 5% de probabilidade.
NS — Nao significativo a 5% de probabilidade.
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TABELA 2 A. Resumo da analise de varidncia do capitulo III, referentes a:
biomassa seca de folhas, caules, parte aérea, raiz, total, razao
raiz/parte aérea, razdo de area foliar (RAF), razdo peso foliar
(RPF), area foliar especifica (AFE), area foliar total (AFT),
altura da parte aérea, teor e rendimento de o6leo essencial de
Melissa officinalis L. UFLA, Lavras, MG, 2008.

CAUSA DA VARIACAO
Tratamento Residuo Total C.V. (%)
G.L. 2 18 20 -
B.S. Folhas 111,60% 6,31 - 13,92
B.S. Caules 47,56* 422 - 10,07
B.S. P.A. 297,24% 8,80 - 9,45
B.S. Raiz 181,33* 16,62 - 7,61
Q. B.S. Total 131,48* 39,62 - 7,68
M. Razio 2,12% 0,014 - 5,41
raiz/P.A.
RAF 94,69* 0,49 - 7,62
RPF 0,026* 0,0014 - 7,93
AFE 483,73* 32,95 - 11,15
AFT 276938,84* 3303,42 - 7,32
Altura 3117,77* 9,92 - 4,25
Teor 6. e. 0,00051™° 0,0006 - 16,50
Rendim. 6. e. 0,00018* 0,000011 - 10,96

* Significativo a 5% de probabilidade.
NS — Nao significativo a 5% de probabilidade.
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TABELA 3 A. Resumo da analise de variancia do capitulo IV, referentes a:
conteados de clorofilas a, b, total, razio clorofila a/b,
espessuras das faces adaxial e abaxial da epiderme, espessuras
dos parénquimas palicadico, esponjoso, numero de
cloroplastos por célula, area, comprimento e largura dos
cloroplastos, area e propor¢do dos graos de amido de Melissa
officinalis L. UFLA, Lavras, MG, 2008.

CAUSA DA VARIACAO
Tratamento Residuo Total C.V. (%)

G.L. 2 6 11 -
Q.M. Clorofila a 1,62* 0,23 - 10,02
Clorofila b 0,276 0,2576 - 3,98
Clorofila total 0,579 0,5154 - 533
Razio a/b 0,093* 0,023 - 15,43

G.L. 2 42 44 -
Q.M. E.E. adaxial 86,60* 3,80 - 13,72
E.E. abaxial 1,36™ 3,63 - 15,84
E.P. palicadico 98,95* 17,48 - 11,28
E.P. esponjoso 16,02 42,69 - 15,77

G.L. 2 27 29 -
Q.M. N° clorop./célula 65,43* 1,99 - 13,49
Area cloroplasto 9,10% 3,31 - 20,86
Comprimento 0,438 1,04 - 11,68

cloroplasto
Largura 1,63* 0,26 - 23,86
cloroplasto
Continuagao...

* Significativo a 5% de probabilidade.
NS — Nao significativo a 5% de probabilidade.
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...Continuagao

TABELA 3 A. Resumo da analise de variancia do capitulo IV, referentes a:
conteados de clorofilas a, b, total, razio clorofila a/b,
espessuras das faces adaxial e abaxial da epiderme, espessuras
dos parénquimas palicadico, esponjoso, numero de
cloroplastos por célula, area, comprimento e largura dos
cloroplastos, area e propor¢do dos graos de amido de Melissa
officinalis L. UFLA, Lavras, MG, 2008.

CAUSA DA VARIACAO
Tratamento Residuo Total C.V. (%)
Q.M. Area amido 3,63% 0,48 - 30,83
Proporc¢io 892,99%* 28,76 - 24,65

amido

* Significativo a 5% de probabilidade.
NS — Nao significativo a 5% de probabilidade.
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TABELA 4 A. Resumo da analise de variancia do capitulo V, referentes a:
biomassa seca de folhas, caules, parte aérea, raiz, total, area
foliar total (AFT), razdo raiz/parte aérea, razdo peso foliar
(RPF), razdo de area foliar (RAF), area foliar especifica
(AFE), teor e rendimento de oleo essencial de Melissa
officinalis L. UFLA, Lavras, MG, 2008.

CAUSA DA VARIACAO
Tratamento Residuo Total C.V. (%)

G.L. 3 16 19 -
B.S. Folhas 25,04* 8,69 - 11,81
B.S. Caules 20,05% 2,28 - 10,45
B.S. P.A. 88,51% 17,54 - 10,66
B.S. Raiz 65,59* 14,72 - 12,59
Q.M. B.S. Total 286,49* 60,21 - 11,03
Razio 0,015% 0,0031 - 6,98

raiz/P.A.

RAF 1,43 0,1124 - 10,43
RPF 0,00067™° 0,000339 - 4,75
AFE 25,69 16,03 - 13,55
AFT 41171,93* 4556,76 - 9,96
Teor 6. . 0,0100%* 0,0037 - 14,13
Rendim. 6. e. 0,0014* 0,00024 - 15,15

* Significativo a 5% de probabilidade.
NS — Nao significativo a 5% de probabilidade.
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TABELA 5 A. Resumo da analise de variancia do capitulo VI, referentes a:
conteados de clorofilas a, b, total, razio clorofila a/b,
espessuras das faces adaxial e abaxial da epiderme, espessuras

dos parénquimas

pali¢adico,

€sponjoso,

numero de

cloroplastos por célula, area, comprimento e largura dos
cloroplastos, area e propor¢do dos graos de amido de Melissa

officinalis L. UFLA, Lavras, MG, 2008.

CAUSA DA VARIACAO
Tratamento Residuo Total C.V. (%)
G.L. 3 16 19 -
Q.M. Clorofila a 4,16* 0,18 - 6,99
Clorofila b 5,04% 0,031 - 10,00
Clorofila total 14,02%* 0,26 - 6,32
Razio a/b 634,21%* 3,00 - 15,77
G.L. 3 56 59 -
Q.M. E.E. adaxial 460,99* 11,43 - 15,40
E.E. abaxial 20,56* 3,45 - 14,78
E.P. palicadico 112,19* 15,89 - 10,72
E.P. esponjoso 149,22* 38,81 - 16,08
G.L. 3 36 39 -
Q.M. N° 86,97* 1,25 - 7,31
clorop./célula
Area 78,03* 1,38 - 15,52
cloroplasto
Comprimento 21,43% 0,50 - 12,99
cloroplasto
Largura 5,33% 0,40 - 21,38
cloroplasto
Continuagao...

* Significativo a 5% de probabilidade.

NS — Nao significativo a 5% de probabilidade.
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...Continuagao

TABELA 5 A. Resumo da analise de variancia do capitulo VI, referentes a:
conteados de clorofilas a, b, total, razio clorofila a/b,
espessuras das faces adaxial e abaxial da epiderme, espessuras
dos parénquimas palicadico, esponjoso, numero de
cloroplastos por célula, area, comprimento e largura dos
cloroplastos, area e propor¢do dos graos de amido de Melissa
officinalis L. UFLA, Lavras, MG, 2008.

CAUSA DA VARIACAO
Tratamento Residuo Total C.V. (%)
Q.M. Area amido 55,69* 0,76 - 21,01
Proporgio 4453.81* 112,70 - 18,13

amido

* Significativo a 5% de probabilidade.
NS — Nao significativo a 5% de probabilidade.
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