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INFLUENCIA AMBIENTAL E DE PARAMETROS AGRONOMICOS NA
PRODUGAO DE POEJO (Cunila galioides Benth.)"

Autor: Gabriel Fernandes Pauletti
Orientadora: Ingrid Bergman |. de Barros

RESUMO

Cunila galioides (Lamiaceae), conhecida popularmente como poejo, € uma
planta nativa encontrada em regides de campos de altitude do sul do Brasil.
Devido suas propriedades quimicas é empregada na medicina popular e
apresenta potencialidades de utilizacdo como planta aromatica, visando a
extracdo do Oleo essencial. Neste sentido, foram desenvolvidos quatro
experimentos com o objetivo de gerar subsidios para a exploragdo comercial
desta espécie, avaliando a influéncia de alguns parametros agronémicos e
ambientais na produgdo quantitativa e qualitativa em trés quimiotipos. Os
experimentos desenvolvidos incluiram a propagacdo sexuada e assexuada,
diferentes niveis de calagem aplicada ao substrato, distintos niveis de aluminio
em hidroponia e o cultivo em condicbes de campo em cinco regides
agroecologicas no Rio Grande do Sul utilizando-se nove populagbes. Os
resultados demonstraram que é possivel realizar a propagagao por sementes ou
estaquia. A taxa de germinacdo de sementes € baixa, aumentando
consideravelmente utilizando-se tratamentos de superagcdo de dorméncia. A
estaquia mostrou-se eficiente, mesmo sem a utilizagdo de horménios, indicando
que o poejo € uma espécie de facil enraizamento. A calagem mostrou efeito na
producdo de biomassa, teor e composi¢cao quimica do 6leo essencial, ocorrendo
interacdo entre quimiotipo e dosagem de calcario. Foram observadas diferengas
de tolerancia ao aluminio entre os quimiotipos com aumento na concentragcédo de
flavondides nas populagdes tolerantes. O cultivo em cinco regides do Estado
mostrou diferengas de produgdo de biomassa entre as populagdes e entre os
locais, ocorrendo interagado gendtipo x ambiente. A composi¢cédo quimica do éleo
essencial das populagdes manteve-se praticamente estavel, em todos os locais,
com algumas variagdes. Observou-se, uma maior concentracdo de
sesquiterpenos em alguns 6leos essenciais que pode ser atribuida ao estresse
ambiental.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (152 p.) Dezembro, 2005.
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THE INFLUENCE OF ENVIRONMENTAL AND AGRONOMIC VARIABLES ON
THE PRODUCTION PARAMETERS OF Cunila galioides Benth.

Author: Gabriel Fernandes Pauletti
Adviser: Ingrid Bergman I. de Barros

ABSTRACT

Cunila galioides (Lamiaceae), popularly known as poejo, is a native plant
found in high altitude field regions in southern Brazil. Due to its chemical
properties it is used in popular medicine and presents potentials for use as an
aromatic plant for the extraction of essential oil. Thus, four experiments were
developed, for the purpose of generating further information for the commercial
use of this species, evaluating the influence of a few agronomic and environmental
parameters on the quantitative and qualitative production in three chemotypes.
The experiments developed included sexual and asexual propagation, different
levels of liming applied to the substrate, different levels of aluminium in
hydroponics, and cultivation in field conditions in five agroecological regions of Rio
Grande do Sul, using nine populations. The results showed that it is possible to
perform propagation by means of seeds and cuttings. The seed germination rate
is low, increasing considerably when treatments are used to overcome dormancy.
Cuttings proved efficient, even without using hormones, indicating that poejo is a
species that takes root easily. Liming had an effect on biomass production, content
and chemical composition of essential oil, with interaction between chemotype and
lime dosage. Differences in aluminium tolerance were observed among the
chemotypes with increased flavonoid concentration in the tolerant populations.
Cultivation in five regions of the state showed differences in biomass production
among the populations and among the locations, with genotype x environment
interaction. The chemical composition of essential oil in the populations remained
practically stable at all locations. A higher concentration of sesquiterpenes was
observed in some essential oils that can be attributed to environmental stress.

! Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil. (152 p.) December, 2005.
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CAPITULO |

1. INTRODUGAO

O Brasil € reconhecido internacionalmente como um centro de biodiversidade,
especialmente no que diz respeito a plantas medicinais. A Floresta Amazénica e a
Floresta Atlantica sdo as duas regides com maior numero de espécies vegetais do
pais e algumas das maiores reservas bioldégicas do mundo. A regido da Mata
Atlantica, em particular, tem sido muito afetada pelo homem, restando apenas alguns
focos da mata original, sendo fundamentais maiores esforgos de resgate e
domesticacdo de espécies vegetais, com potencial de utilizagdo, ainda
desconhecidas, ou em risco de extingao.

O Rio Grande do Sul esta localizado em uma regido que apresenta
peculiaridades climaticas, quando comparada com outras regides do pais, tendo
algumas espécies aromaticas e medicinais caracteristicas. Seu clima temperado,
associado as condigdes edafolégicas e culturais, possibilita o cultivo de inumeras
espécies aromaticas exoéticas, produtoras de O6leos essenciais, mundialmente
utilizados. Essas espécies sao cultivadas ha varios anos em nosso Estado como, por
exemplo: salvia (Salvia officinalis L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), menta

(Mentha piperita L., Mentha arvensis L.), manjericao (Ocimum basilicum L.), capim-



limdo (Cymbopogon citratus Staff), citronela (Cymbopogon wintherianus Jowitt),
camomila (Chamomilla recutita (L.) Rauch.), entre outras.

Com relacao as nativas, nosso Estado apresenta diversas espécies medicinais
e aromaticas, muitas delas produtoras de O6leos essenciais, como é o caso da
alfavaquinha (Ocimum selloi Benth.), erva-cidreira-brasileira (Lippia alba (Mill) N.E.
Brown) e muitas espécies do género Cunila destacando-se, dentre elas, o poejo
(Cunila galioides Benth.).

O poejo é uma planta aromatica e medicinal muito utilizada na medicina popular
no tratamento de diversas afecgdes. Na composicdo quimica do éleo essencial
apresenta uma ampla variedade de compostos de interesse industrial. Um destes
compostos € o citral, encontrado em grande quantidade no seu 6leo essencial. Este
componente quimico é formado pela mistura de dois monoterpenos (neral e geranial)
e devido ao seu intenso aroma de limdo é muito utilizado nas industrias de alimentos
e cosmética.

Sabe-se que ocorre grande variagdo na composi¢do quimica dos O6leos
essenciais devido a diversos fatores, entre eles os genéticos, ecologicos e
tecnolégicos. A qualidade que se busca em um 6leo essencial é determinada por sua
composi¢cao quimica, onde esta deve ser conhecida em cada espécie e populagao,
por uma profunda investigacao prévia.

Nas ultimas décadas, pesquisas indicaram que muitas das espécies da flora
aromatica estdo formadas por duas ou mais variedades quimicas ou quimiotipos, ou
seja, espécies morfolégicamente idénticas, porém quimicamente distintas. Tem-se
estabelecido por vezes, uma correlagéo estreita entre os quimiotipos e seu “habitat”,

no entanto, isto ndo ocorre para todas as espécies, visto que, € comum encontrar



diversos quimiotipos de uma mesma espécie convivendo conjuntamente na mesma
localidade.

Atualmente na area de produtos naturais, em particular nos dleos essenciais,
busca-se alta qualidade e padronizagao nos produtos obtidos, o que € conseguido
evitando-se a variabilidade pela racionalizacdo dos cultivos, selecionando espécies
nao so por caracteristicas produtivas, mas também pela qualidade do 6leo essencial.

Ao se estabelecer estes cultivos deve-se ter em conta também a influéncia que
podem exercer sobre os 6leos essenciais os fatores ambientais (altitude, solo e
condigdes climaticas), nutrientes (tipo e quantidade), época de colheita e tecnologia
produtiva.

Neste sentido diversos experimentos foram conduzidos com o objetivo de
avaliar os possiveis efeitos ambientais e produtivos na produgéao de Cunila galioides,

visando gerar informacgdes tecnoldgicas para a produgao de 6leos essenciais.



1.1. Biodiversidade e importancia das plantas aromaticas e medicinais

O conceito de biodiversidade é bastante amplo, podendo ser definido como a
variedade e a variabilidade existentes entre organismos vivos e as complexidades
ecoldgicas nas quais eles ocorrem (Guerra & Nodari, 2001). Ainda dentro deste
conceito, pode ser definido o termo “produto natural’, que abrange os recursos de
origem natural, incluindo plantas, microrganismos, animais e minerais, nesta ordem
de importancia (Soejardo, 1996).

Uma das principais caracteristicas da biodiversidade é a distribuicdo relativa
desigual dos seus componentes no espago geografico, existindo gradientes de
biodiversidade, sendo 6ébvia a necessidade da conservagao dos ecossistemas nos
quais as diferentes espécies ocorrem e interagem (Guerra & Nodari, 2001).

Segundo Cragg et al. (1995) é urgente a necessidade da conservagdo de
recursos naturais pelo desenvolvimento de metodologias sustentaveis de coleta e
praticas culturais. Neste mesmo sentido, a perda da diversidade genética pode
colocar em risco muitos recursos naturais aromaticos nativos. Por esta razdo é
necessaria a realizagao de maiores esforgos técnicos em acdes de domesticacao de
plantas aromaticas com o propdsito de resgatar recursos inexplorados (Bandoni,
2002).

Mais da metade de todas as espécies vegetais sdo encontradas nas florestas
tropicais, principalmente nas florestas tropicais umidas, que representam uma area

de apenas 7% da superficie terrestre, sendo consideradas areas prioritarias de



conservagao. O Brasil é considerado o pais que detém a maior diversidade genética
do mundo, com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total mundial estimado
entre 350.000 a 500.000 espécies (Soejardo, 1996; Guerra & Nodari, 2001).

Por outro lado, o Rio Grande do Sul, apresenta peculiaridades climaticas
caracteristicas, com clima temperado, periodos de baixas temperaturas, alta
umidade e pluviosidade, quando comparadas com outras regides do pais. Assim
sendo, algumas espécies vegetais sao caracteristicas desta regido como, por
exemplo, alguns representantes da familia Lamiaceae, dentre eles, muito utilizados
como plantas aromaticas e medicinais, os géneros Ocimum, Hyptis, Salvia e Cunila
(Fracaro, 2001).

As plantas sdo uma importante fonte de produtos naturais biologicamente
ativos, que se caracterizam pela habilidade de acumular uma ampla variedade de
constituintes de baixo peso molecular, chamados de produtos do metabolismo
secundario. Estes produtos sao controlados pela expressédo de genes biossintéticos,
que codificam enzimas cataliticas, e, ainda, estimulados por sinais externos.
Normalmente, sdo estocados em altas concentragcbes em estruturas especificas,
como tricomas glandulares, ocorrendo em varios representantes da familia
Lamiaceae (Rhodes, 1994; Harborne, 1997).

Segundo Harborne (1997) as trés maiores classes de metabdlitos secundarios,
sdo: terpendides (6leos essenciais, resinas), compostos contendo bases
nitrogenadas (alcaldides) e compostos fendlicos (pigmentos de antocianina,
flavondides e taninos). Estes metabdlitos sdo oriundos a partir do metabolismo da
glicose, via dois intermediarios principais, o acido chiquimico e o acetil CoA (Santos,

2001) (Figura 1).



Alguns destes compostos estao relacionados a atragao de polinizadores, defesa
contra o ataque de herbivoros, protecdo das plantas contra os raios UV e
microrganismos patogénicos,

auxiliando, a sobrevivéncia destas em

ainda,
ambientes hostis (Wink, 2003).
Para o homem, o metabolismo secundario das plantas contribui para a

producao de produtos farmacos, cosméticos, fragrancias, condimentos, corantes e

inseticidas (Isman, 1999).
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FIGURA 1. Rota biossintética dos metabdlitos secundarios, adaptado de Santos

(2001).



No Brasil, o uso de plantas para fins medicinais iniciou com as populacoes
indigenas. Posteriormente, os colonizadores trouxeram a influéncia das plantas
européias, fazendo com que houvesse uma associagao destas plantas com nossas
plantas nativas. A vinda de franceses e holandeses também influenciou, de alguma
forma, o uso de nossa flora medicinal, mas foi com a vinda dos escravos africanos
que diversas espécies vegetais foram introduzidas e incorporadas ao uso popular
brasileiro. Mais recentemente a vinda de imigrantes europeus (alemaes, italianos,
espanhdis, poloneses) introduziu uma série de espécies que se aclimataram
perfeitamente, principalmente no clima temperado do sul do Brasil, como por
exemplo, a camomila (Chamomilla recutita), a melissa (Melissa officinalis) e a
caléndula (Calendula officinalis), dando origem, assim, a medicina popular (Simoes
et al., 1998; Vieira, 2002).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 80% da
populacdo mundial recorre as plantas medicinais como forma de medicamento,
principalmente nos paises do terceiro mundo (Prance, 1991; Farnsworth, 1994). Nas
ultimas décadas, tem aumentado consideravelmente, tanto em paises desenvolvidos
quanto em desenvolvimento, a utilizagdo de plantas na forma de medicamentos
fitoterapicos, sendo as vendas destes produtos estimadas em 60 bilhdes de ddlares
no ano de 2000 (Zhang, 2003). Em nosso pais, varios programas estdo sendo
implantados, visando a utilizagdo de plantas medicinais na rede de saude publica,
como ocorre nos estados do Ceara, Pernambuco, Parand e Rio Grande do Sul
(Programa Rede Fito-RS), utilizando plantas nativas e exéticas aclimatadas em cada

regiao (Araujo, 2002; Corréia Jr et al., 2002).



As plantas aromaticas e medicinais podem ser utilizadas de diversas formas:
como material fresco (in natura), material desidratado (inteiro, picado ou moido) ou
na forma de extratos, onde destacam-se, pela ampla aplicagdo industrial, os 6leos

essenciais.

1.2. Oleos essenciais: formas de obtencao e identificagio

Define-se 6leos essenciais como a parte do metabolismo vegetal, composto
geralmente por terpenos, que estdao associados a outros compostos, normalmente
volateis, que geram, em conjunto, o aroma caracteristico do vegetal (Bandoni, 2002).
De acordo com Isman (1999), também podem ser conceituados como a fragdo das
plantas extraida com vapor de agua, constituida, geralmente, por terpenos de baixo
peso molecular (a partir do acido mevalbnico) ou derivados de fenilpropandides (a
partir do acido chiquimico).

Os terpendides sdo formados a partir da acetii coenzima A, via acido
mevalbnico, isopentenil pirofosfato (IPP) e dimetilalil pirofosfato (DMAPP),
distinguindo-se de outras classes de metabdlitos secundarios por sua origem
biossintética (Harbone, 1997) (Figura 2).

Lange (1998) propds a existéncia de uma rota biossintética alternativa para IPP,
independente da rota classica via mevalonato, a partir do piruvato, que atualemte é
aceita como a via exclusiva de biossintese de monoterpenos em plantas do acido

piravico (McCaskill & Croteau, 1995; Eisenreich et al., 1997).



Isopentenil pirofosfato (IPP)(C5)
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FIGURA 2. Rota biossintética alternativa para IPP, via piruvato, adaptado de
Harbone (1997). C — carbono; IPP - isopentenil pirofosfato.

Segundo West (1992) os terpendides séo classificados de acordo com o
numero de unidades de 5 carbonos (C5), formando os monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e
politerpenos (C >40) (Figura 2).

Os Oleos essenciais podem ser encontrados em todos os 0rg&os vegetais: nas
flores (lavandas e camomila), nas folhas (louro), nas raizes (vetiver), nos rizomas
(gengibre), nas cascas (canela), nos frutos (anis) e nas sementes (noz moscada),
podendo variar sua concentracdo e composi¢cido na mesma planta, de acordo com a
localizag&o no 6rgéo (Bruneton, 1991).

Apresentam, ainda, propriedades caracteristicas como a insolubilidade na agua
e solubilidade em solventes organicos, as quais permitem caracteriza-los e

promovem seu isolamento (Costa, 1994).
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Os Oleos essenciais podem ser obtidos por diferentes métodos, sendo os
principais, a destilagdo com agua (hidrodestilagdo), a destilagdo com vapor (arraste a
vapor) e a expressao (Lawrence, 1995). Os dois primeiros métodos necessitam de
calor para a extracdo. Isto ocorre devido ao fato dos 6leos volateis apresentarem
uma tensao de vapor mais elevada que a da agua, sendo entdo arrastados (Santos,
2001). Além destes processos, destacam-se a extragdo por CO, supercritico, € a
extragao por microondas (Bandoni, 2002).

A identificacdo dos componentes quimicos dos dleos essenciais normalmente é
realizada pelos seguintes métodos: cromatografia em camada delgada (CCD);
cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM); cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e ressonancia
magnética nuclear de carbono 13 (RMN '*C), sendo as analises cromatograficas as
mais frequentemente utilizadas (Santos, 2001).

A cromatografia gasosa (CG) é utilizada para separar e quantificar substancias
componentes de Oleos volateis. Este método é baseado na separacdo dos
componentes de uma mistura liquida ou gasosa a qual é volatilizada em uma coluna
preenchida com uma fase liquida absorvida (fase estacionaria); a fase movel é
constituida por nitrogénio ou gas hélio que carregam os compostos volateis através
da coluna, localizada em um forno com condicbes de temperatura previamente
programadas. Os componentes da mistura sdo separados devido as diferengcas no
coeficiente de particéo, entre a fase gasosa e a fase liquida, onde os compostos com
baixa afinidade com a fase estacionaria sdo eluidos primeiro na coluna (Silva, 1995).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) permite

a separagao dos compostos e fornece um espectro de massas para cada pico



11

indicando a massa molecular, que informa a classe da substancia, e o padrao de
fragmentacao que pode ser comparado instantaneamente com espectros de massa
contidos em livrarias computadorizadas para identificagao (Simdes et al., 2001).

Um grande numero de compostos presentes nos 6leos essenciais apresentam
atividade biologica de interesse, tais como: acdo antiinflamatdria, inseticida,
antiséptica, herbicida, antioxidante, entre outras. Como exemplos, pode-se citar o
limoneno (inseticida); 1,8 cineol (alelopatico e bactericida); linalol (antisséptico); timol
(antiinflamatério) e o citral (anti-estaminico, bactericida, preventivo do céncer e
herbicida) (Duke, 1994).

Dada a grande complexidade quimica de um Oleo essencial, agregado a
variabilidade genética das plantas, € comum encontrar uma grande variagdo quimica
dentro da mesma espécie vegetal. Sdo0 os chamados quimiotipos ou ragas quimicas,
que sao individuos de uma mesma espécie vegetal, que se diferenciam entre si por
apresentarem diferentes composigdes quimicas (Bandoni, 2002).

Diversas familias botanicas sédo ricas em Oleos essenciais, tais como:
Asteraceae, Apiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae, Lamiaceae, entre outras
(Bruneton, 1991; Simbes & Spitzer, 2001). A familia Lamiaceae merece destaque,
pois nos mais de 200 géneros que possui, grande parte (40%) apresenta
propriedades aromaticas e medicinais, e sao largamente utilizadas na industria de
Oleos essenciais para os mais diferentes fins. Como exemplos, pode-se destacar
algumas espécies dos géneros Mentha (horteld), Lavandula (alfazema), Rosmarinus
(alecrim), Salvia, Ocimum (manjericdo), Thymus (tomilho), Origanum (orégano e

manjerona) e Melissa (Lawrence, 1992).
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Alguns géneros desta familia apresentam espécies nativas no Brasil, com
potencial para exploracdo como plantas aromaticas e medicinais, visando a extragao

de dleos essenciais, como € o caso do género Cunila.

1.3. O género Cunila Royen ex L.

O género Cunila pertence a familia Lamiaceae, tribo Mentheae, e é originario da
Ameérica, sendo composto por 22 espécies que apresentam dois centros de
distribuicdo. Um destes centros fica no México, com 10 espécies, e outro, no sul da
Ameérica do Sul, com doze espécies, ocorrendo principalmente no sul do Brasil,
Argentina, Paraguai e Uruguai (Bordingnon, 1997; Echeverrigaray et al., 2003).

As espécies do género Cunila sao utilizadas na medicina popular como
estimulantes, aromaticas, antiespasmaddicas, emenagogas, antifebris, contra tosses
cronicas e infecgbes respiratérias (Simodes et al., 1994).

Uma grande variabilidade na composigdo quimica do Oleo essencial é
encontrada nas diferentes espécies de Cunila. Por exemplo, em Cunila platyphylla o
principal constituinte encontrado é a pulegona com a concentracédo de 71,2 %
(Bordignon et al., 1998a) e em C. microcephala e C. fasciculata foi encontrado o
mentofurano com a concentragéo variando em torno de 82,3 a 85,1% e 71,6 a 76,4%
respectivamente, e, em menores concentragdes, o limoneno e o beta-cariofileno
(Bordignon, et al., 1997). O mentofurano € um monoterpendide presente também no
Oleo essencial de outros géneros pertencentes a familia Lamiaceae, como nas
espécies Mentha x piperita e Mentha pulegium. Este composto apresenta atividade
hepatotoxica, sendo indesejavel em altas concentragbes, do ponto de vista

toxicoloégico (Madyastha & Raj, 1994; Bertea et al., 2001).
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Segundo Bordignon et al. (1998b; 1999), os principais constituintes de C.
menthoides sao isomentona (88,8%) e mentona (4,7%) e em C. angustifolia
encontra-se sabineno (41,4%), gama-terpineno (11,3%) e limoneno (9,5%) na
populagcdo A (Bom Jardim da Serra-SC) e oxido de trans-piperitona (42.4%) na
populacao B (Lages-SC). Em C. incisa o constituinte majoritario encontrado em duas
populacdes do Rio Grande do Sul foi o 1,8 cineol, com uma concentragdo variando
entre 50 e 60 % (Bordignon et al., 1996).

Estudos realizados com Cunila galioides coletada em diversas localidades do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina demonstram a existéncia de trés quimiotipos
nesta espécie: o quimiotipo citral, caracterizado por apresentar altas concentragdes
de neral e geranial (28,0% e 40,5 %, respectivamente); o quimiotipo ocimeno com
altas concentragbes de trans-p-ocimeno (33,05%) e o quimiotipo menteno
apresentando 1,8 cineol (10,69%), trans-p-2,8-mentadieno-1-ol (11,46%), 1,3,8-
mentatrieno (10,39%) e 1,5,8-p- mentatrieno (7,75%) (Fracaro et al., 2002;
Echeverrigaray et al., 2003).

Os dados apresentados demonstram uma grande gama de compostos
presentes no 6leo essencial das espécies deste género e seu potencial de utilizagdo
como plantas aromaticas e medicinais, onde pode-se destacar a espécie Cunila

galioides Benth.

1.4. A espécie Cunila galioides Benth.
A espécie C. galioides, conhecida popularmente como poejo ou poejo do

campo, é uma planta nativa do Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai. E encontrada
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em nosso pais vegetando espontaneamente em ambientes umidos dos campos de
altitude e Encosta da Serra do Nordeste do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Parana. Botanicamente € descrita como uma planta herbacea ou subarbustiva,
perene, muito ramificada desde a base, com ramos quadrangulares. As folhas sao
opostas, simples, inteiras, oblongas, medindo de 0,2 a 0,4 cm de comprimento e 0,15
a 0,20 cm de largura, curto pecioladas ou sésseis e pilosas. As flores sdo de
coloragao violacea e dispostas em espigas, em verticilos densos na regiao terminal
dos ramos. Esta planta floresce no periodo de outono, entre margo e abril (Fracaro,

2001).

FIGURA 3. Planta de poejo (Cunila galioides Benth.) na fase de floragdo em
local de ocorréncia natural. Sdo Francisco de Paula - RS, abril de
2004.

Esta espécie muitas vezes é confundida com Mentha pulegium L. (planta de
origem européia), devido ao fato de compartiiharem o mesmo nome popular e

algumas semelhangas quanto ao porte e a coloragao das flores. Entretanto, séo
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facilmente diferenciadas ja que a Mentha pulegium apresenta folhas com margem
serreada e flores dispostas em glomérulos axilares (Simdes et al., 1998).

A propagacao de poejo (C. galioides) pode ser realizada por sementes, estacas
ou micropropagacao. Observagdes preliminares indicam que as sementes do poejo
apresentam baixo poder germinativo e baixa viabilidade. A propagacao por estacas €
possivel, porém sao necessarios estudos referentes a otimizacdo do processo.
Fracaro & Echeverrigaray (2001) desenvolveram um protocolo de micropropagag¢ao
de poejo, garantido, assim, uma alternativa de propagagao clonal para as populagdes
selecionadas.

Os locais onde esta planta normalmente é encontrada vegetando no Rio
Grande do Sul sdo descritos como campos nativos de altitude (800 a 1.400 m),
apresentando temperaturas meédias anuais variando entre 15 e 16° C, precipitagao
pluviométrica anual em torno de 1.500 a 1.600 mm e solos acidos.

Estes solos, com faixas de pH normalmente entre 4,5 a 5,5 caracterizam-se por
apresentarem altos teores de aluminio trocavel toxico e, consequentemente, excesso
de manganés e ferro que podem ser toxicos para muitas culturas, embora algumas
plantas sejam beneficiadas. Alguns trabalhos de pesquisa sobre a fitotoxidez de
aluminio mostram que este fixa o fosforo em formas menos soluveis e pode interferir
na absorgao, transporte e utilizagao de varios nutrientes como Ca, Mg, K e, ainda, na
agua utilizada pelas plantas (Veloso et al., 2000).

Estudos realizados com nove populagdes e trés quimiotipos de C. galioides,
cultivadas em parcelas experimentais, indicam diferengcas entre a producédo de
biomassa e conteudo de 6leos essenciais entre as diferentes populagdes (Pauletti et

al., 2003).
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Estudos genéticos baseados em marcadores de RAPD com 20 populacbes e
trés quimiotipos de poejo demonstram alto nivel de diversidade genética nesta
espécie, onde as populagdes do quimiotipo citral e menteno sdo mais proximas
geneticamente em relagdo ao quimiotipo ocimeno. A diversidade genética e a
presenca de quimiotipos podem estar relacionadas com a localizagao geografica das
populacdes, onde, o quimiotipo citral € encontrado no Planalto Nordeste do Rio
Grande do Sul, o quimiotipo ocimeno nos Campos de Cima da Serra e o quimiotipo
menteno em uma area de transicdo entre estas duas regides (Echeverrigaray et al.,
2003; Fracaro et al., 2005).

Neste sentido, diferentes condigbes ambientais, tais como o clima e o tipo de
solo de cultivo, podem influenciar a producdo de o6leos essenciais de diversas

espécies vegetais.

1.5. Fatores que afetam a producao de plantas aromaticas e medicinais

As plantas aromaticas e medicinais podem ser influenciadas tanto na produgéo
de biomassa quanto na producdo de metabdlitos secundarios por diversos fatores.
Entre estes fatores, pode-se destacar os genéticos, intrinsecos a cada espécie
vegetal, modificagcbes ambientais (edafolégicas e climaticas), estresses bioldgicos
em decorréncia do ataque de fitopatégenos, bem como o estado fenoldgico da planta
no momento da colheita e as praticas culturais adotadas na producao.

Endt et al. (2002) relatam que o controle da transcricdo de genes biossintéticos
parece ser 0 maior mecanismo de producado de metabdlitos secundarios em plantas.
Estes genes controlam a rota biossintética por meio de especificos fatores de

transcricdo que sido dependentes de sinais internos, por exemplo, hormdnios, e
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sinais externos como a acao de microrganismos elicitores ou luz ultravioleta,
podendo estes induzir a produgao dos sinais internos.

Segundo Hay & Waterman (1993), as diferencas qualitativas encontradas nos
Oleos essenciais sao fundamentalmente de base genética, enquanto que as
variagdes quantitativas podem ser atribuidas tanto as variagdes ambientais quanto
aos fatores genéticos (Grella & Picci, 1988).

Alguns experimentos realizados com Mentha piperita (Lamiaceae)
demonstraram que o acumulo de mentofurano, um componente comum no dleo
essencial de varias espécies deste género, é altamente dependente das condi¢bes
ambientais, sendo produzido em maiores concentragbes em condigdes de altas
temperaturas diurnas e noturnas, baixa intensidade luminosa, dias curtos, estresse
hidrico e quando cultivada em altas altitudes (Sacco, 1978; Rech, 2000; Bertea et al.,
2001).

Estudando aspectos relacionados a localizagdo geografica, variagao genética e
morfolégica de diferentes populagdes de Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) com
relacdo a produgao de 6leos essenciais, Lee et al. (2002) encontraram diferencas na
composi¢ao do 6leo essencial entre populagbes que apresentavam baixa diversidade
genética, indicando agcdo ambiental na produgdo de quimiotipos. Estes autores
indicam, ainda, que a utilizagado do 6leo essencial (variagao terpénica) como meio de
caracterizagcado genética de populagbes pode ser questionavel, principalmente em
populagdes de diferentes localidades.

No mesmo sentido, Loziene & Venskutonis (2005) cultivando Thymus
pulegioides, no mesmo ambiente, por cinco anos consecutivos, distinguiram dois

tipos de comportamento entre os quimiotipos avaliados: 1. plantas que preservam a
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composi¢cao quimica do 6leo essencial; 2. plantas que modificam consideravelmente
sua composi¢cao quimica de acordo com as condi¢des ambientais de cultivo.

Com relacdo ao efeito de parametros agrondmicos na producédo de plantas
aromaticas e medicinais, alguns trabalhos tém sido desenvolvidos com relagdo ao
nivel de irrigacao aplicado, teor e tipo de nutrientes utilizados, época de colheita,
entre outros. Por exemplo, Ram et al. (2002) observaram um incremento na
producdo de O6leo essencial e biomassa de Pelargonium graveolens (geranio)
utiizando adubacdo nitrogenada e mulching organico. Entretanto, ndo houve
diferenga na composigédo quimica dos compostos majoritarios do éleo essencial entre
os tratamentos.

Emongor & Chweya (1992) constataram diferencas qualitativas no dleo
essencial de Chamomilla recuntita (camomila alema) com a utilizacdo de adubacgéao
quimica nitrogenada, onde ocorreu um incremento no conteudo de a-bisabolol e
camazuleno e um decréscimo no conteudo de oxido-bisabolol A e B.

Por outro lado, Castellanos & Villa Lobos (2003) ndo observaram diferencas
significativas no rendimento de O6leo essencial de Chrysanthemum coronarium
(Asteraceae) com a aplicagéo de fertilizantes. Entretanto, observaram incrementos
no teor dos compostos majoritarios canfora e pineno.

Com relagdo a densidade de plantio, Hassanali et al. (2004), trabalhando com
Thymus vulgaris (tomilho), observaram que maiores densidades incrementam a
producao de 6leo por area sem alterar o teor de 6leo essencial. Os mesmos autores
constataram que realizando a colheita antes da floragcdo ocorre um incremento

significativo no teor de 6leo essencial e no conteudo de timol.
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Neste contexto, estudos referentes aos fatores que podem influenciar a
producdo de plantas aromaticas e medicinais, principalmente de espécies nativas
com potencial de utilizacdo comercial e ainda pouco estudadas, sdo de extrema

relevancia.
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CAPITULO Il
Propagacgao de poejo (Cunila galioides Benth.): uma espécie aromatica e

medicinal nativa do sul do Brasil.

RESUMO

Cunila galioides € uma planta aromatica e medicinal nativa do sul do Brasil e
muito utilizada na medicina tradicional. O o6leo essencial, de um dos seus
quimiotipos, contém altas concentragbes de citral, um monoterpeno utilizado na
perfumaria, cosmética e como aromatizante de alimentos. As sementes desta
espécie apresentam uma baixa taxa de germinagdo e existem poucos estudos
referentes a sua propagacao vegetativa. Neste sentido, objetivou-se avaliar distintas
doses de AIB (0, 250, 500 e 1000 mg'L™) no enraizamanto de estacas herbaceas de
poejo e diferentes métodos para superar uma possivel dorméncia das sementes
(AG3, KNO3 e baixa temperatura). Os tratamentos mais efetivos para incrementar a
porcentagem de germinacdo foram KNO3 e GA; com 57,75% e 54,50%,
respectivamente. O tratamento utilizando baixa temperatura n&o mostrou uma
resposta efetiva sobre a germinagdo das sementes. Na propagagao vegetativa o uso
de AIB apresentou pouco efeito, ndo sendo necessario sua utilizagao.

Palavras-chave: Oleo essencial, estaquia, germinacéo, acido giberélico, nitrato de
potassio, acido indol butirico.

ABSTRACT
Propagation of Cunila galioides Benth.: an aromatic and medicinal plant
native of south Brazil.

Cunila galioides is an native aromatic and medicinal plant used in traditional
medicine. The essential oil of one chemotype of this species is rich in citral, a
monoterpene used widely in foods, cosmetics and perfumery. Seed propagation of
this species shows a low percentage of seed germination and vegetative propagation
is poorly studied. The objective of this study was to evaluate different procedures to
overcome seed dormancy (GAs -gibberellic acid; KNOj3 - potassium nitrate; low
tempetature) and diferents doses of IBA (0, 250, 500, 1000 mglL™) in cutting
propagation. The most effective treatments to increase the percentage of germination
were KNO3 and GA3 with 57.75 % and 54.50 %, respectively. Seeds submitted to the
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stratification treatment did not show an effective response on seed germination. In
vegetative propagation IBA concentrations showed low effect.

Key worlds: Cunila galioides, seed germination, giberelic acid, pottassium nitrate,
indolbutiryc acid

2.1. INTRODUGAO

A espécie Cunila galioides, conhecida popularmente como poejo, € encontrada
vegetando espontaneamente em ambientes umidos da Encosta Superior da Serra
do Nordeste do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana (Bordignon, 1997).
Espécies deste género s&o utilizadas na medicina popular como estimulantes,
aromaticas, antiespasmodicas, emenagogas, antifebris, contra tosses crbnicas e
infecgdes respiratorias (Simbes et al., 1998).

De acordo com Fracaro et al. (2002), com relagdo ao o6leo essencial, C.
galioides apresenta trés quimiotipos (QT), sendo que um deles contém alta
concentragdo de citral (>70%). O citral € uma mistura de dois isbmeros, neral e
geranial, muito utilizado na composi¢cao de condimentos, devido ao seu aroma citrico,
bem como na perfumaria e cosmética. Também ¢é utilizado na sintese de B-ionona
como um intermediario da sintese de vitamina A (Bauer, et al., 2001; Sadraei et al.,
2003).

A propagacao de poejo pode ser realizada de forma sexuada ou assexuada
(Fracaro & Echeverrigaray, 2001). Em seu habitat natural sua forma de propagacao é

sexuada, com a floragao da espécie ocorrendo entre os meses de margo e abril.
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Segundo Nadeem (2000), o estudo da propagacgao € a primeira estratégia de
acao visando salvaguardar espécies medicinais nativas que, pelo interesse de
utilizagcdo, sao coletadas indiscriminadamente elevando os riscos de extingao.

Em espécies produtoras de O6leos essenciais, principalmente em espécies
nativas, devido a grande variabilidade quimica dos diversos quimiotipos, ecotipos e
populagdes existentes, a propagagao vegetativa apresenta grande importancia. Além
disto, associada a sele¢ao clonal, oferece um rapido ganho genético para programas
de melhoramento (Mesén et al.,1997).

A estaquia € um método de propagacao vegetativa, comumente utilizada para
a produgdo de mudas em diversas espécies, sendo uma das tecnologias mais
econdmicas na propagacao em larga escala (Fernandes et al., 2004). O sucesso no
enraizamento de estacas depende de uma interacdo entre fatores internos,
intrinsecos as espécies vegetais (fitohormbnios, estoque de reservas, balango
hormonal entre inibidores, promotores e cofatores) e externos (condigbes ambientais)
(Trobec et al., 2005).

Algumas espécies enraizam sem a necessidade de tratamentos com
reguladores de crescimento, enquanto outras se beneficiam com a aplicagao
exdgena destes, aumentando a producédo de raizes, sendo este beneficio
dependente da espécie e cultivar, condi¢des e tipo de estaca, época do ano, entre
outros (Hartmann et al., 2002). Segundo Fachinello et al. (1995) para cada espécie
vegetal sdo necessarios testes, visando determinar a melhor substancia promotora
do enraizamento, bem como a sua necessidade e as concentragcdes mais

adequadas.
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O grupo de reguladores de crescimento sintético mais utilizado na indugao de
enraizamento € o das auxinas, principalmente o AIB (acido indolbutirico) (Fachinello
et al., 1995; Norberto et al., 2001).

A propagagao sexuada apresenta vantagens para a domesticagcdo e o
melhoramento de espécies vegetais, pois favorece a geragcdo de novos arranjos
génicos pela formagdo de hibridos e segregantes, aumentando a variabilidade
genética disponivel (Nadeem, 2000).

Embora o poejo produza um grande numero de sementes, observacgoes
preliminares indicam baixa viabilidade e poder germinativo, ou dormémcia. A
dorméncia é conceituada como a falha de uma semente intacta, em condicbes
favoraveis, completar a germinagao (Bewley, 1997). Para as espécies vegetais a
dorméncia é uma estratégia adaptativa de sobrevivéncia em ambientes hostis, sendo
controlada por um grande numero de genes e fatores ambientais (Koornneef et al.,
2002). Comercialmente pode ser considerado um mecanismo indesejavel, embora,
em alguns casos, um certo grau de dorméncia seja vantajoso evitando a germinagao
precoce (Gubler, 2005).

Para superar estes problemas alguns trabalhos tém sido conduzidos com
distintas espécies, testando diferentes métodos para superar a dorméncia. Estes
métodos visam avaliar a qualidade de sementes, seja por objetivos comerciais, no
estabelecimento de uma cultura ou conservagcdo de germoplasma (Faron et al.,
2004). Neste sentido, varios autores ressaltam o papel das giberelinas na
germinagao, estando envolvidas tanto na quebra de dorméncia quanto na rapidez da
germinacao de sementes ndao dormentes, atuando na sintese de RNA e proteinas

especificas da germinacdo e no controle de enzimas hidroliticas, induzindo a
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producdo de a-amilase, responsavel pela hidrélise do amido, da qual depende o
embrido em crescimento (Ynoue et al., 1999; Martins & Silva, 2001; Stenzel et al.,
2003). O acido giberélico, considerado ativador enzimatico enddgeno, e a aplicagao
exdgena deste promotor influenciam o metabolismo protéico, podendo dobrar a taxa
de sintese de proteinas das sementes, atuando ainda, na maioria das espécies, no
alongamento celular (Aragéo et al., 2003).

O nitrato de potassio esta incluido no grupo de produtos quimicos que
promovem a germinacdo de varias espécies. Entretanto, sua forma de agédo é
bastante discutida. Acredita-se que em contato com as substancias existentes no
pericarpo, ocorram maiores trocas gasosas e, consequentemente, a germinagao
(Leonel & Rodrigues, 1999; Lula et al., 2000; Faron et al., 2004).

Muitas sementes podem apresentar dorméncia necessitando da exposig¢ao a
uma temperatura critica, normalmente baixa, antes de serem capazes de germinar, o
que leva a mudancgas fisiolégicas e metabdlicas. Esta temperatura ndo esta
relacionada com a temperatura 6tima para germinagao e este tipo de dorméncia é
comum em muitas espécies de clima temperado (Ayoyama et al., 1996).

Recentes estudos tém demonstrado que a quebra de dorméncia em sementes,
por diversos mecanismos, esta relacionada com o rapido declineo no conteudo de
acido abscisico (ABA), ocorrendo a sintese, no caso de sementes dormentes, e o
catabolismo no processo de quebra de dorméncia (Gubler et al., 2005).

Neste sentido objetivou-se avaliar o poder germinativo das sementes de poejo,

utilizando-se tratamentos para superar uma possivel dorméncia, bem como levantar
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subsidios a propagacao vegetativa avaliando o efeito do acido indolbutirico na

propagacao por estaquia.

2.2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Sementes do
Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia e na casa-de-vegetagao
do Departamento de Horticultura e Silvicultura da Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Foram utilizadas estacas coletadas em
margo de 2003 e sementes coletadas em maio de 2004 retiradas de plantas matrizes
da populagdgo André da Rocha (QT Citral), cultivadas no Banco Ativo de
Germoplasma de Espécies Aromaticas e Medicinais do Laboratério de Oleos
Essenciais do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, mantidas
em casa de vegetagao.

Experimento 1: Estacas apicais com 10 cm de comprimento, com 1/3 da parte
basal desfolhada, tiveram dois centimetros inferiores imersos, por uma hora, em
solugdo aquosa com diferentes concentragdes de &acido indolbutirico (AIB). O
experimento foi conduzido em delineamento experimental completamente
casualizado com 4 tratamentos, 12 estacas por parcela e 4 repeticdes. Os
tratamentos utilizados foram: 0 mg - L™ de AIB; T2 — 250 mg - L™ de AIB; T3- 500
mg ‘L™ de AIB e T4- 1000 mg ‘L™ de AIB.

Como substrato foi utilizado casca de arroz carbonizada, a qual foi
acondicionada em bandejas plasticas, com dimensdes de 55,0 X 35,5 cm e 10 cm de

altura contendo orificios de drenagem na parte inferior (Apéndice IlI). As estacas
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foram mantidas sob nebulizagcado intermitente (dois minutos de irrigagdo a cada 30
minutos), por 45 dias, sendo avaliadas apods este periodo.

Os parametros avaliados foram: numero de raizes por estaca, incremento
aéreo: (comprimento final / comprimento inicial) - 100; matéria seca da parte aérea;
matéria seca radicular e avaliagdo qualitativa do desenvolvimento radicial das
estacas, através de uma escala de notas previamente determinada: 1 = raiz pequena
e até 15 raizes por estaca; 3 = estaca com bom desenvolvimento radicial e 16 a 24
raizes por estaca ; 5 = sistema radicial longo e bem desenvolvido com mais de 25
raizes por estaca.

Experimento 2: No experimento de propagacao sexuada, apos a colheita das
sementes, estas foram colocadas para secar, em uma peneira, sob papel filtro a
temperatura ambiente, em condi¢gdes de laboratério, por um periodo de 15 dias. Para
a realizacao do experimento foi utilizado um germinador com temperatura constante
de 20°C e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro. As sementes foram
colocadas para germinar em caixas tipo gerbox (11,5 cm x 11,5 cm x 3,5 cm), sobre
papel mata borrao (Apéndice llI).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo 100
sementes por parcela com quatro repeticbes e quatro tratamentos. Os tratamentos
utiizados para superacdo da dorméncia, foram: T1 — controle (sementes
armazenadas em frasco de vidro hermético a temperatura ambiente); T2- aplicagao
de acido giberélico (AG3) na concentragao de 250 ppm; T3 — aplicagao de nitrato de
potassio (KNO3) na concentracao de 0,1%; e T4- Aplicagao prévia de frio (5 °C por 7
dias) (BRASIL, 1992) . Para os tratamentos T2 e T3 a aplicagao de AG3 ou KNOj foi

realizada na primeira irrigagado das sementes. No tratamento com baixa temperatura
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(T4) e controle (T1) a primeira irrigacao foi realizada com agua destilada. O volume
inicial de irrigacao foi de 6,5 mL, o que corresponde a trés vezes o peso do papel
(Alves. et al., 2004). Para a manutencdo da umidade, as caixas gerbox foram
umedecidas diariamente com agua destilada, conforme a necessidade.

O periodo do experimento foi de 21 dias sendo o efeito dos tratamentos
determinado  pelas variaveis percentagem de sementes germinadas,
%G = (Zn; . Ny 100, onde n = nimero total de sementes germinadas e N = ntiimero
de sementes dispostas para germinar, e indice de velocidade de germinacgao, IVG =
G1/N1 + G2/N2 +G3/N3, onde G4, G2, G3 = numero de sementes germinadas, N1, N,
N; = numero de dias apds a semeadura, avaliados a cada 7 dias (Ferreira &
Borghetti, 2004).

Os resultados de ambos os experimentos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA). Os dados de porcentagem de germinagdo foram transformados
para arcoseno da raiz quadrada de x/100. As médias foram comparadas pelo teste

de Tukey ao nivel de 1 e 5 % de probabilidade.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: O percentual de estacas enraizadas foi bastante elevado,
superior a 95 %, em todos os tratamentos, indicando que a populagdo de Cunila
galioides utilizada no estudo € de facil enraizamento. As estacas foram coletadas na
por¢cao apical de plantas matrizes jovens em pleno estado vegetativo e bastante

herbaceas, o que segundo Trobec et al. (2005) apresentam maior capacidade de
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enraizamento. Deve ser considerado também, que a presenca de folhas jovens na
estaca sao responsaveis pela producdo de auxinas encontradas naturalmente na
planta aumentando, assim, a disponibilidade de auxina enddgena (Fachinello et al.,
1995).

A Tabela 1 mostra os valores médios dos parametros avaliados apoés 45 dias do
inicio do experimento. Pode-se observar uma resposta distinta de acordo com o
parametro avaliado e a concentragdo de AIB aplicada a estaca. Com relagdo ao
numero de raizes e a matéria seca radicial ndo se observou diferenca estatistica
entre os tratamentos. Um parametro importante na avaliagéo é a escala de notas que
fornece uma informagao qualitativa da massa radicial envolvendo varios fatores no
crescimento da raiz (Pardo & Barros, 1997). Neste pardmetro o tratamento com
aplicagdo de 250 mg ‘L™ de AIB mostrou-se superior aos demais.

TABELA 1. Valores médios para os diferentes parametros de produgao avaliados em

plantas de poejo submetidas ao enraizamento com diferentes
concentragdes de acido indol butirico (IBA).

AIB N° Raiz Nota PMSR 1A

(mgL™) (mg) (%)
0 19,10 a 2,22 b 82 a 122 a
250 21,50 a 2,95 a 75 a 118 a
500 21,20 a 223 b 80 a 90 ab
1000 17,10 a 1,88 b 50 a 40 b
CV % 11,58 18,48 22,0 17,70

Médias seguidas de mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
AIB — acido indol butirico; N° Raiz — nimero de raizes; MSR — matéria seca radicial; MSA — matéria
seca aérea; |A — incremento aéreo;
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Para o incremento aéreo (IA) os tratamentos com 0 mg ‘L™ de IBA e 250 mg
L' de IBA foram superiores ao tratamento 1000 mg - L™ de IBA. O tratamento
500 mg ‘- L™ de IBA apresentou valores intermediarios.

Observa-se uma queda linear na produgao de matéria seca da parte aérea das
plantas com o aumento na concentragcdo de AIB aplicado a estaca, sendo mais
acentuada a partir da concentragao de 500 mg - L. Este fato evidencia um efeito
fitotoxico do AIB, possivelmente devido ao tempo de exposi¢ao da estaca a auxina (1
hora), que pode ser muito elevado para as maiores concentragdes (Fachinello et al.,

1995) (Figura 1).
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FIGURA 1. Matéria seca da parte aérea (MSA) de estacas de poejo tratadas com
doses de acido indolbutirico (AIB) 45 dias apés a estaquia.

Embora nao evidentes, as diferengas entre os tratamentos para os parametros
numero de raizes e matéria seca radicular e entre as dosagens zero, 250 e 500 mg -
L™ para incremento aéreo, pode-se dizer que a aplicacdo de 250 mg - L' de AIB em
estacas de poejo promove um melhor enraizamento, por apresentar uma maior nota

radicular que € um parametro qualitativo importante (Tabela 1). No entanto, os dados
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permitem afirmar que o poejo pode ser propagado por estaquia sem nenhum
tratamento auxiliar com auxinas exégenas, o que é importante do ponto de vista
pratico e econébmico na produgcao de mudas em larga escala.

Experimento 2: Com relagdo a germinagcao de sementes, os resultados obtidos
revelam a acao favoravel do fitorregulador do grupo das giberelinas (AG3), bem como
do nitrato de potassio (KNO3) no processo de germinagao de sementes de poejo. O
tratamento utilizando frio a uma temperatura de 5°C por uma semana nao foi
eficiente, resultando numa taxa de germinagdo semelhante a da testemunha (Figura
2 A). A ineficiéncia deste tratamento pode estar associada a falta de umidade das
sementes no momento da exposi¢do ao frio. Segundo Zaidan & Barbedo (2004),
para a quebra de dorméncia com baixas temperaturas, as sementes devem ser

dispostas em camadas com substrato umedecido.
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FIGURA 2. A - Porcentagem média de germinacéo (G%) e B - indice de velocidade
de germinacao (IVG) de sementes de poejo tratadas com distintos
tratamentos para superar dorméncia. Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %. (A — CV=30%; B - CV =
52%).
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Ayoyama et al. (1996) encontraram resultados semelhantes trabalhando com
lavanda (Lavandula angustifolia Miller), uma espécie aromatica da familia
Lamiaceae, onde a aplicacdo de AGs (100 ou 200 mg - L™) foi eficiente e o
resfriamento (7°C por 7 dias) nao alterou a taxa de germinacédo das sementes.

De acordo com a avaliacdo realizada no final do experimento os maiores
valores de porcentagem de germinacéao, referentes aos tratamentos com aplicagao
de AG; e KNOs3, foram 54,50 e 57,75 % respectivamente, ndo ocorrendo diferenca
estatistica entre eles (Figura 2A). Estes tratamentos foram significativamente
superiores ao tratamento com resfriamento (20,25%) e a testemunha (21,75%).

Alguns trabalhos tém demonstrado o efeito positivo das giberelinas e de
compostos quimicos como o KNOg, para superar a dorméncia ou aumentar a taxa e
a velocidade de germinagao de algumas espécies (Peng & Harbert, 2002; Faron et
al., 2004). No entanto, foram observadas diferengcas entre os melhores tratamentos

(AG3 e KNO3) de acordo com o periodo de avaliagao (Figura 3).

<
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FIGURA 3. Taxa de Germinagéo (%) acumulada de sementes de poejo submetidas
a diferentes tratamentos para superar dorméncia.
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Nas primeiras avaliagcbes, aos 7 e 14 dias, o tratamento utilizando AG3; mostrou-
se sempre superior aos demais tratamentos (Figura 3). Estes resultados confirmam
um maior indice de velocidade de germinagao (IVG) do AG3;, sendo estatisticamente
superior, refletindo um maior vigor nas plantulas resultantes deste tratamento (Figura
2B). Neste sentido, varios autores citam que a aplicagdo de giberelinas aumenta a
germinagao de sementes proporcionando um maior vigor (Aragao et al., 2003;

Stenzel et al., 2003).

2.4. CONCLUSOES

- Estacas herbaceas, com dez centimetros de comprimento, podem ser
empregadas para a propagacao vegetativa de poejo, sem a necessidade de
utilizagao de acido indolbutirico;

- A germinacao de sementes de poejo pode ser consideravelmente aumentada

com o uso de 250 mg'L™" de acido giberélico ou 0,1 % de nitrato de potassio.
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CAPITULO Il

Producao de biomassa e 6leo essencial de poejo (Cunila galioides Benth.)

frente a diferentes niveis de calagem.

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da calagem na produgdo de biomassa e de dleo
essencial de trés quimiotipos de poejo (Cunila galioides Benth.). O poejo € uma
espécie aromatica e medicinal, autdctone do sul do Brasil, encontrada em regiées de
campos nativos de altitude, onde os solos se caracterizam por apresentarem elevada
acidez (pH 4,5 a 5.5) e altas concentragdes de AP**. O experimento foi conduzido em
casa-de-vegetagdo utilizando-se recipientes com capacidade de 8 litros. Os
tratamentos foram quatro dosagens de calcario dolomitico (PRNT 75 %) 0 ; 3,15;
12,5; e 25 g . L de substrato correspondendo a valores de pH 4,5 (original), 5,0, 6,1,
e 6,7, respectivamente. O delineamento experimental foi completamente casualizado
utilizando trés quimiotipos (QT) de poejo (citral, menteno e ocimeno), quatro
tratamentos e 4 repetigdes, em esquema fatorial 3x4. Foram avaliados a matéria
seca da parte aérea das plantas, o teor de dleo essencial e a composi¢ao quimica
dos componentes majoritarios presentes no 6leo. Os resultados mostraram efeito da
calagem na producgédo de biomassa, teor e composi¢ao quimica do 6leo, ocorrendo
efeito de interagdo entre quimiotipo e dosagem de calcario. Na maior dosagem
observou-se a menor producao de biomassa média, o teor de 6leo essencial foi
significativamente menor, assim como os componentes citral (QT-citral) e limoneno
(QT-menteno). Para o quimiotipo ocimeno as dosagens de calcario n&o influenciaram
o teor e os componentes majoritarios do oOleo essencial, mas prejudicaram a
producdo de biomassa em doses elevadas. A calagem com 3,15 g.L"' de substrato,
elevando o pH para 5,0, pode ser considerada a melhor dosagem de calcario e faixa
de pH para a produgao de poejo, nas condigdes experimentais avaliadas.

Palavras-chave: plantas medicinais, quimiotipos, acidez do solo
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ABSTRACT
Biomass and essential oil: effect of liming on the growth of poejo (Cunila
galioides Benth.).

Poejo is an aromatic and medicinal plant native of highland areas of south

Brasil, in acid soils with hight AI3* concentration. The objective of the present work
was to evaluate the effect of liming on the yield growth of essential oil in three
chemotypes of poejo (Cunila galioides Benth). The experiment was performed in a
greenhouse, in 8-liter pots. The treatments were four dosages of lime (0 ; 3,15; 12,5;

e 25 g . L'1). A completely random experimental design was used, with four
replications and three chemotypes, set up in a 3 x 4 factorial arrangement. The
parameters evaluated were dry weight of aerial parts, essential oil content and
chemical composition of essential oil. The results showed that liming affects the
biomass production, essential oil yield and chemical composition, and interaction
occurs between chemotype and lime dosage. In the higher dosage low biomass
production, yield of essential oil and citral (citral chemotype) and limonene (menthene
chemotype) concentration was observed. In the ocimene chemotype no influence of
liming was observed on essential oil yield and majority compounds. The dosage of

3,15 g. L1 can be considered the best limestone dosage for the production of poejo
in the experimental conditions evaluated.

Keywords: medicinal plants, chemotypes, acid soll

3.1. INTRODUGAO

O poejo (Cunila galioides Benth.) € uma planta aromatica e medicinal
pertencente & familia Lamiaceae (Simdes et al., 1998). E uma das 12 espécies
autéctones da América do Sul encontrada, naturalmente, em campos nativos de
altitude do sul do Brasil (Coelho de Souza & Elisabetsky, 1998; Bordignon et al.,
2003; Fracaro et al., 2005). Ocorre uma grande variabilidade quimica no dleo
essencial desta espécie, nas diferentes populagdes do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, sendo descritos na literatura trés quimiotipos (QT): QT citral; QT ocimeno e

QT menteno (Echeverrigaray et al., 2003). As propriedades medicinais e aromaticas
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e 0 bom rendimento de 6leo essencial sugerem a possibilidade da utilizagdo do poejo
em escala comercial. Para isto sdo necessarios estudos que visem a domesticagao
da espécie utilizando praticas fitotécnicas com o intuito de aumentar os rendimentos,
sem afetar as propriedades quimicas da planta.

Segundo Freitas et al. (2004) a biossintese de metabdlitos secundarios em
plantas aromaticas e medicinais depende de fatores genéticos, fisioldgicos e
ambientais, sendo importante a avaliagdo dos fatores que influenciam as
concentragbes dos principios ativos nas plantas determinando sua qualidade
aromatica ou eficacia terapéutica.

Em diversas espécies de plantas aromaticas e medicinais estdo sendo
conduzidos alguns estudos com o objetivo de avaliar a influéncia de praticas culturais
como irrigacao, densidade de plantio, nutricdo e calagem na produgdo de O6leos
essenciais (Rao, 2001; Sousa et al., 2001; Ram et al., 2003; Hassanali, et al., 2004;
Tanu & Adholeya, 2004).

A calagem é uma pratica comum na agricultura, tendo como objetivo 0 aumento
da produtividade dos cultivos. Além de diminuir a acidez e os efeitos téxicos do
aluminio, uma série de modificagcbes quimicas ocorrem no solo em virtude da
calagem, tais como o aumento da disponibilidade de nutrientes, como calcio,
magnésio, fésforo e enxofre e a diminuicao da disponibilidade de boro, cobre, zinco e
manganés. Também atribui-se a calagem um aumento na atividade microbioldgica e
no teor de matéria organica do solo, bem como a alteragdo no comportamento
eletroquimico dos coldides, em decorréncia das modificagdes quimicas,
influenciando as propriedades fisicas do solo (Ferraz de Mello et al.,1983; Bohnen et

al., 2000; Albuquerque et al., 2003).
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No Brasil praticamente inexistem estudos referentes a correcéo do solo e seus
efeitos na producédo de 6leos essenciais de forma quantitativa e qualitativa. No Rio
Grande do Sul, estudos referentes a calagem sao de grande importancia,
principalmente com espécies nativas com potencial de domesticacdo, visto que a
maioria dos solos onde estas plantas sdo encontradas vegetando espontaneamente
séo acidos.

Neste sentido objetivou-se, neste trabalho, avaliar a produgao de biomassa e
Oleo essencial em trés populagdes e trés quimiotipos de poejo cultivadas em casa-
de-vegetacao, como resposta a niveis de pH obtidos com distas doses de calcério

aplicadas ao substrato de cultivo.

3.2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacao localizada no Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (29°09°78”S; 51°08 66"W, 725 m de
altitude). Foram utilizadas trés populagbes de poejo: André da Rocha — AR; Bom
Jardim da Serra — BJ e Santa Lucia — SL, correspondentes aos quimiotipos citral,
ocimeno e menteno, respectivamente (Echeverrigaray et al., 2003).

As plantas utilizadas no estudo foram propagadas por estaquia (agosto de
2003), a partir de estacas apicais de dez centimetros de comprimento, contendo
folhas, retiradas de plantas matrizes de um ano de idade, cultivadas em casa-de-
vegetacdo. Utilizou-se casca de arroz carbonizada (CAC) como substrato e

250 mg'L™" de AIB aplicado na base da estaca.
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O plantio foi realizado no dia 17 de setembro de 2003 em recipientes plasticos
com volume de 8 litros (Apéndice IV e V). Utilizou-se como substrato um solo,
retirado da camada aravel, com unidade de mapeamento Caxias e taxonomicamente
classificado como Neossolo Litdlico distéfico tipico (Streck, 2002). A irrigacao foi
localizada e realizada por meio de mangueiras de gotejamento autocompensadas,
mantendo o solo proximo a capacidade de campo.

O delineamento experimental foi completamente casualizado em esquema
fatorial 3 x 4, sendo os fatores 3 populagdes de poejo e 4 niveis de pH no solo (4,5;
5;0; 6,1 e 6,7), com 4 repeticdes e 3 plantas por parcela, totalizando 144 plantas
avaliadas.

Para proceder a calagem e obter os niveis desejados de pH, foi realizada a
calibracdo do pH adicionando-se calcario dolomitico (PRNT 75,1 %) a um litro de
solo, nas seguintes dosagens: 0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0; 17,5; 20,0; 22,5 e
250 g .L" com trés repeticdes. Apds a incorporacdo homogénea do calcario e
umedecimento até a capacidade de campo, o solo foi incubado por 30 dias sendo o
pH avaliado apds este periodo e determinando-se, assim, a equacgao de calibragao
do pH do substrato (y = 4,54 + 0,375627x 0,023920x* - 0,000515x>, R?= 0,96).

A partir desta equacéo procedeu-se a calagem do substrato para a realizagao
do experimento, sendo a mistura realizada com o auxilio de uma betoneira. Apos
este procedimento o substrato foi colocado nos recipientes, umedecido até a
capacidade de recipiente e coberto com uma lona plastica preta por 30 dias. Apos
este periodo quatro amostras compostas de substrato, correspondentes ao mesmo

tratamento, foram coletadas e submetidas a analise quimica no Laboratério de
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Andlise Quimica do Solo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul para
verificacdo do pH (Tabela 2).

Previamente ao plantio foi realizada adubagao de base com N = 100, P,Os= 400
e K,O= 200 mg.L™" de substrato, utilizando-se a formulacdo comercial NPK 5:20:10.

O experimento foi conduzido até a floragdo das plantas sendo realizadas duas
colheitas. A primeira, na fase vegetativa (dezembro de 2003) e, a segunda, na
floragao plena (abril de 2004). Apds a colheita, as plantas foram desidratadas em
secador com ventilacdo forgcada de ar, a 35° C, até massa constante e armazenadas
em saco de papel até a extragao do 6leo essencial. O 6leo essencial foi extraido de
uma amostra de 100 g de material vegetal, obtida de uma mistura homogénea das
trés plantas que compunham a parcela experimental. A extragao foi feita pelo método
da hidrodestilacdo, por uma hora, com trés repeticoes. As analises quimicas foram
realizadas por cromatografia, sendo as anadlises quantitativas realizadas em
cromatégrafo gasoso (HP 6890) equipado com processador de dados e coluna
capilar HP — Inovax, gas de arraste H; (34 Kpa), razdo split 1:50 e volume de dleo
injetado de 110° m® diluido em 1 mL de Hexano. As andlises qualitativas foram
realizadas em cromatdgrafo gasoso acoplado a detector seletivo de massas HP
(GC6890/MSD5973), equipado com biblioteca de espectro Wiley 275. A identificacao
dos componentes foi realizada por comparagao dos espectros de massa dos
compostos com os da biblioteca Wiley e por comparagao de dados da literatura.

As avaliagbes realizadas foram matéria seca da parte aérea (MSA - gramas)
total, produzida nas duas colheitas; teor de d6leo essencial e concentragdo dos

componentes majoritarios presentes no oéleo.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparagao de
médias pelo teste de Tukey a 1% com auxilio do programa computacional SPSS

11.5.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor de pH desejado e atingido apds a calagem em cada tratamento, bem
como o pH do substrato no final do experimento sao apresentados na Tabela 1.
Pode-se observar nesta tabela que o pH ficou abaixo do valor desejado, porém com
efeitos significativos nas propriedades quimicas do substrato (Tabela 2). No final do
experimento, o substrato que ndo recebeu calagem (pH original 4,5) mostrou uma
maior reducdo no pH (4,08 + 0,12). Este fato pode ser explicado, pela maior
absorcdo de NH;" que ocorre em solos muito &cidos, onde a nitrificacdo é
normalmente inibida, ocorrendo a acidificagao do substrato em virtude da diferenca
na liberacdo de H* ou OH’, relacionada com o balanco total de ions absorvidos,
principalmente na forma de nitrogénio (Bracinni et al., 2000).

TABELA 1. Quantidade de calcario aplicada, pH desejado e pH atingido em
substrato utilizado para cultivo de poejo (C. galioides Benth.).

Tratamentos Dosagem de1 calcario pH ' pH 2 PH® + DP
(g.L7)

1 0 4.5 4.5 408+0,12

2 3,15 55 5,0 4,70 + 0,28

3 12,5 6,5 6,1 5,90 + 0,22

4 25,0 7,0 6,7 6,90 + 0,11

" pH desejado com base na curva de calibragdo; * pH atingido 30 dias apds a calagem; ° pH médio de
cada tratamento apds a colheita das plantas (220 dias apds a calagem); n= 48; DP — desvio padao.
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Além de corrigir a acidez do solo elevando o pH, a calagem afeta a
disponibilidade de nutrientes para as plantas, aumentando a disponibilidade de
calcio, magnésio, fésforo e enxofre, e diminuindo a disponibilidade de boro, cobre,
zinco e manganés (Ferraz de Mello et al., 1983; Bohnen et al., 2000). Com excegao
de fosforo e boro, estes efeitos foram observados no substrato apdés a calagem,
segundo o resultado da andlise quimica. Também se observou um aumento no teor
de matéria organica do substrato que recebeu calagem, possivelmente pela maior
atividade microbiolégica (Ferraz de Mello et al.,1983) (Tabela 2).

TABELA 2. Analise quimica do substrato original e submetido a calagem para a

adequacao do pH e definicdo dos tratamentos, apds 30 dias de
incubacao.

Tratamentos®  Argila pH indice P K M.O. Al 4o Cayoe. Mo
% H,O0 SMP mgL" mgL' % cmoll cm?IcL' cmc1>ch'
1

1 33 4.5 4,3 3,7 50 4,6 8,0 0,4 0,3
2 29 5,0 4,8 1.1 50 5,2 3,2 4.3 41
3 34 6,1 5,9 0,9 42 6,1 0,0 10,1 6,1
4 34 6,7 6,5 1,2 31 6,0 0,0 11,1 13,3
Tratamentos* Al+H  CTC % SAT da CTC RELACOES
cmolL™  cmol L BASES Al Ca/Mg CalK Mg/K
1 16,5 17,4 5,0 46,0 1,3 3,1 2,3
2 10,5 19,1 45 16,8 1,0 34 32
3 3,9 20,2 81 0,0 1,7 94 57
4 2,3 26,8 92 0,0 0,8 140 167
Tratamentos™ S Zn Cu B Mn
mg . L mg . L mg . L mg . L mg . L
1 18 0,7 1,2 0,7 13
2 20 0,5 0,6 0,5 10
3 38 0,1 0,1 0,4 1
4 36 0,1 0,1 0,6 1

*1.Solo original (0 g.L"); 2. Calagem (3,15g . L™"); 3. Calagem (12,59 . L'1); 4. Calagem (25,0 g . L'1)
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A diminuicao de fosforo no substrato apds a calagem, revelado pela analise de
solo, parece entrar em contradicdo com a literatura. No entanto, Raij et al. (2001)
afirmam que o problema pode estar no método extrator de P do solo utilizado nas
analises de rotina (Mehlich-1), o qual pode nao evidenciar este fato.

Com relacao ao efeito da calagem sobre a produgdo de biomassa das trés
populacdes de poejo, pode-se observar, pela analise de varidncia, que, para o
parametro matéria seca aérea (MSA), ocorrem diferencgas estatisticas entre as doses
de calcario aplicadas ao substrato e entre as populagées de poejo, bem como a
interacéo entre estes dois fatores (Tabela 3).

TABELA 3. Resumo da analise de varidncia (ANOVA) para o parametro matéria

seca aérea (MSA) de trés populagdes de poejo (Cunila galioides
Benth.) cultivadas com diferentes doses de calcario; Caxias do Sul,

2004.
Causas da Variacao MAS
GL
QM F
Calagem 3 2306,6 28,57*
Populacbes 2 2125,8 26,33**
Calagem x Populagbes 6 432,5 5.35%*
Erro 132 80,71
Total 143
CV % 27,43

MSA - matéria seca aérea; " nao significativo;  significativo a 1%;

Para a populacdo André da Rocha nao se observou diferenca estatistica entre
os tratamentos para o parametro MSA, embora os valores absolutos encontrados
nas dosagens 3,15 e 12,5 g.L ™' (pH 5,0 e 6,1) tenham sido bastante superiores
aos demais. Da mesma forma, para a populacdo Santa Lucia ndo evidenciou-se

diferenca significativa entre os tratamentos, porém os valores de MSA entre os
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tratamentos, neste caso, mostraram-se mais semelhantes. A dosagem de 3,15 g.L'1
de substrato (pH 5,0) foi a melhor para a produgdao matéria seca da populagcdo Bom
Jardim da Serra notando-se uma forte redugdo no crescimento na dosagem de 25
g.L" (Tabela 4).

Entre as populagdes, quando cultivadas em condi¢cdes de solo bastante acido
(pH 4,5), sem calagem, nao houve diferengas de produgao (Tabela 4). Com a menor
dose de calcario, as populacbes André da Rocha e Bom Jardim apresentaram
maiores valores de MSA (63 g * planta™) com relagdo & populacdo Santa Lucia
(47 g - planta™). Na dosagem de 12,5 g.L™" (pH 6,1) André da Rocha foi superior as
demais populagdes com 59 g - planta” de MSA. Na maior dosagem de calcario (pH
6,7) André da Rocha foi superior (49 g - planta”), Santa Lucia intermediaria
(38 g planta™) e Bom Jardim inferior (29 g - planta™®) (Tabela 4).

Com relagdo a interagdo observada entre populagdo e calagem, deve-se
observar que, em cada regido onde as populagdes de poejo foram coletadas em seu
habitat natural, apresentam diferencas em suas caracteristicas ecoldgicas,
principalmente quanto a altitude, temperaturas médias anuais, tipo e fertilidade do
solo (Echeverrigaray et al., 2003). Estas caracteristicas podem levar a uma resposta
distinta de cada populacdo de acordo com a maior ou menor adaptagao ao sistema
produtivo. Neste caso, pode-se classificar as populagdes de poejo, além de

quimiotipo, como ecotipos.
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TABELA 4. Valores médios de matéria seca da parte aérea (MSA - g - planta™®) para
as trés populagbes de poejo (Cunila galioides Benth.) cultivadas em
substrato que recebeu distintas doses de calcario. Caxias do Sul, 2004.

Dose de calcario pH corrigido POPULACAO Média
(gL
AR' BJ? SL’

0 4,5 48,97 aA 41,32 bcA 4348 aA 4459 b
3,15 5,1 63,04 aA 63,31 aA 47,64 aB 57,99 a
12,5 6,0 59,16 aA 4419 bB 43,08 aB 48,81 b
25 6,7 49,82 aA 29,03 ¢ B 3821 a AB 39,02 ¢
Média 55,25 A 44,46 B 43,46 B

Médias seguidas de mesma letra, minusculas nas colunas e maiusculas na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%. ' André da Rocha; ? Bom Jardim da Serra; * - Santa Lucia.

Por outro lado, todas as populagbes apresentam em comum o fato de serem
encontradas em condigdes de solos acidos, independente do tipo de solo de cada
regido, fazendo com que, de maneira geral, a dosagem de 3,15 g.L”' (pH 5,0)
proporcione um maior rendimento de biomassa seca, apresentando uma resposta

quadratica a aplicacao de calcario, na média das populagdes (Figura 1).
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FIGURA 1. Resposta média de trés populagdes de poejo, para a matéria seca da
parte aérea (MSA) a aplicagdo de diferentes doses de calcario ao
substrato com pH original 4,5. Caxias do Sul, 2004.
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O teor de 6leo essencial obtido nas trés populagdes de poejo apresentou

um efeito de interacao entre populagao e dosagem de calcario. (Tabela 5).

TABELA 5. Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para teor de 6leo essencial
das populagdes de poejo cultivadas em substrato com distintas doses

de calcario.
Causas da Variagao GL Teor de 6leo essencial (%)
QM F
Populagao 2 7,60 1259 **
Calagem 3 0,055 9,06™*
Populagao x calagem 6 0,036 6,01**
Erro 24 0,006
Total 35
CV % 60,0

Como pode ser observado na Figura 2, um maior teor de 6leo foi obtido na
populagdo André da Rocha, seguido pela populagdo Santa Lucia e Bom Jardim da

Serra em todos os niveis de calagem.

—+— AR B-SL - BJ

-

- N
o N b

I T

> >

< ®

> >

o S

> >

= o

[

o

8
+

e

Teor de dleo (% v/p)

4

o

3,15 12,5 25

Dose de calcario (g/Litro)

FIGURA 2. Efeito da interagcdo entre populagédo de poejo e dosagem de calcario
aplicada ao substrato sobre o teor de 6leo essencial (%v/m). AR- André
da Rocha, SL - Santa Lucia, BJ- Bom Jardim. Médias seguidas de
mesma letra ndo deferem entre si, maiuscula entre populagcbes e
minuscula entre dosagens, pelo teste de Tukey a 1%.
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Fracaro et al. (2002) e Pauletti et al. (2002) também encontraram diferengas no
teor de Oleo essencial entre os quimiotipos de poejo com teores mais elevados no
quimiotipo citral, seguido dos quimiotipos ocimeno e menteno. Diferengas no teor de
Oleo essencial entre variedades e quimiotipos de uma mesma espécie normalmente
ocorrem e podem ser atribuidos a fatores genéticos, intrinsecos a cada populagao.

Por outro lado, os resultados demonstraram um efeito de interacdo entre a
populacdo e dosagem de calcario. A populaggo Bom Jardim da Serra né&o
apresentou diferenga estatistica no teor de 6leo essencial em funcdo da doses de
calcario aplicadas ao substrato, diferindo das demais populagcdes que na maior
dosagem mostraram uma queda significativa no teor de dleo essencial (Figura 2).

Conforme relatado por Souza et al. (2001), ndo se observou um efeito muito
pronunciado na produg¢do de biomassa e Oleo essencial de pimenta longa produzida
em solo com e sem calcario. Segundo o mesmo autor em plantas que ocorrem
naturalmente em solos acido, como € o caso da pimenta longa e do poejo, espera-se
uma certa tolerancia destas plantas a acidez do solo.

As analises cromatograficas realizadas nos 6leos essenciais identificaram citral
(isbmeros neral + geranial) na populacdo André da Rocha, limoneno, borneol, 1,2,8
mentarieno e 1,5,8 mentatrieno na populagdo Santa Lucia e ledeno e cariofileno na
populagdo Bom Jardim da Serra como compostos majoritarios. Estes compostos
foram utilizados para avaliar o efeito da calagem sobre a composi¢gdo quimica do
Oleo essencial das trés populagdes de poejo. Estes compostos quimicos também
foram encontrados, nestas populagdes, por Echeverrigaray et al. (2003) e Fracaro et

al. (2005).
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Observou-se diferenca estatistica apenas para citral (Figura 3) e limoneno

(Figura 4) presentes nas populagdes André da Rocha e Santa Lucia,

respectivamente.
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FIGURA 3. Teor de Citral na populacdo André da Rocha cultivada em distintas
faixas de pH do substrato. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey 5%. (CV=7,06%).
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FIGURA 4. Concentracdo dos componentes majoritarios limoneno (CV=27,78%),
1,3, 8 mentatrieno (CV= 14,88%), borneol (CV=10,28%) e 1, 2, 8§,
mentatrieno (CV=12,58%) presentes no éleo essencial da populagéo
Santa Lucia cultivada em substrato com distintas doses de calcario.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey 5%.
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O maior percentual destes compostos foi observado nas plantas cultivadas sem
calagem (pH 4,5) e na menor dosagem de calcéario (pH 5,0). Na dosagem de 12,5
g.L™" (pH 6,1) a quantidade de citral e limoneno foi intermediaria e na maior dosagem
(pH 6,7) observou-se os menores conteudos destes compostos.

As maiores concentracbes de citral e limoneno foram observadas com
aplicacéo de calcario na dosagem de 3,15 g.L™ de substrato (pH 5.0) com 78,44 % e
15,88 %, respectivamente, apresentando uma resposta quadratica ao efeito da

calagem (Figura 5).
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FIGURA 5. Concentragao de citral e limoneno no dleo essencial das populacdes
Santa Lucia e André da Rocha, respectivamente, cultivadas sob
distintas doses de calcario.

Pouco se sabe sobre a influéncia dos niveis de nutrientes do solo sobre a

biossintese de terpenos. No entanto, Freitas et al. (2004) constataram que o

incremento de P no substrato de cultivo em Mentha arvensis (Lamiaceae), aumentou

de forma quadratica o conteudo do monoterpeno mentol no éleo essencial. Segundo

Kappor et al. (2004) e Rodrigues et al. (2004), a deficiéncia de P no tecido vegetal
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da planta pode reduzir a fosforilagdo do acido mevalénico (AMV), que é a etapa
inicial para a sintese de isopentenilpirofosfato (IPP), via a rota classica do
mevalonato sintetizado a partir da acetil coenzima A, que € o precursor central dos
monoterpenos, como o citral e o limoneno (Bruneton, 1991; Lange et al., 1998).

Os niveis de P nos substratos de cultivo do poejo, de acordo com a analise
quimica do substrato sdo considerados muito baixos, no substrato sem calagem, e
limitantes nos substratos que receberam calagem (Siqueira et al., 1989), sendo
observado uma reducao de P com a calagem (Tabela 2). Entretanto, previamente ao
plantio, foi aplicado P na dosagem de 400 mg.L" de substrato, em todos os
tratamentos. Considerando que a faixa de pH entre 6,0 e 7,0 € a melhor para
disponibilidade de P as plantas (Ferraz de Mello et al., 1983), a hipétese de limitagcéo
de P nao se confirma parecendo ndo ser a causa da reducdo no conteudo dos
monoterpenos citral e limoneno, em plantas de poejo cultivadas com calagem nas
dosagens de 12,5 e 25 g. L™ de substrato. Neste sentido, maiores estudos devem
ser conduzidos com relagao a influéncia de outros nutrientes, além de P, na sintese
de terpenos, principalmente aqueles que sao fortemente afetados em virtude da
calagem ou do pH do solo como, por exemplo, o Fe e o Mn, a forma de N, entre
outros.

Para a populacdo Bom Jardim da Serra e para os demais componentes
quimicos maijoritarios presentes no 6leo essencial da populagcdo Santa Lucia a
calagem nao modificou a concentracdo dos componentes quimicos como pode ser

observado nas Figuras 4 e 6.
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Concentragdo dos componentes majoritarios ledeno (CV=3,70%) e
cariofileno (CV= 7,99%) presentes no 6leo essencial da populagao
Bom Jardim da Serra cultivada em substrato com distintas doses de
calcario. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%.



58

3.4. CONCLUSOES

- A calagem com 3,15 g.L'1, elevando o pH para 5,0, promove os melhores
rendimentos em termos de produgao de biomassa e melhora, ou nao afeta, o
teor de dleo essencial e a concentragdo dos componentes majoritarrios
presentes no dleo.

- O teor de dleo essencial é afetado negativamente quando efetua-se calagem
na maior dosagem (25 g.L'1), com excecao da populacdo Bom Jardim que nao
teve o teor de 6leo essencial afetado, demostrando um efeito de interagao;

- Os componentes quimicos majoritarios dos O6leos essenciais de algumas
populagdes foram afetados em virtude da calagem. Citral na populagdo André
da Rocha e limoneno na populagéo Santa Lucia diminuiram significativamente

sua concentracdo quando foi aplicado 25,0 g.L'1 de calcario ao substrato.
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CAPITULO IV
Producao de biomassa, flavondides e 6leo essencial em trés populagées de

poejo (Cunila galioides Benth.) submetidas ao estresse por aluminio.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes niveis de aluminio
sobre poejo em cultivo hidropénico. O experimento foi conduzido em casa-de-
vegetacdo com delineamento experimental completamente casualizado com quatro
repeticdes em esquema fatorial 3x4. Os fatores utilizados foram 4 niveis de A" e 3
populagdes de poejo. Foram avaliadas variaveis agronbmicas (matéria seca da parte
aérea, matéria seca radicular, comprimento radicicial e nota de raiz) e quimicas (teor
de flavondides, teor e concentracdo dos componentes majoritarios no o0leo
essencial). Os resultados mostraram que 30,0 mg.L™" de AP’* na solucdo nutritiva
afeta todas as variaveis agrondmicas. A populacdo André da Rocha mostrou-se a
mais tolerante ao aluminio e a populacdo Bom Jardim da Serra a mais sensivel. A
concentragédo de flavondides aumentou significativamente nas populagdes tolerantes
com aumento da concentragdo de aluminio na solugdo nutritiva, indicando uma
relagcdo entre tolerancia e produgao de flavondides. O teor de 6leo essencial e a
concentracao dos componentes majoritarios nao foram afetados pelo aluminio.

Palavras-chaves: hidroponia, plantas medicinais, compostos fendlicos, terpenos.

ABSTRACT
Evaluation of aluminium tolerance among three pupulations of Cunila
galioides Benth.

The aim of this research was to evaluate the influence of different levels of
aluminium on Cunila galioides Benth. in hydroponic systems. The treatments under
greenhouse conditions followed a completely randomized experimental design, with 4

replications, four concentrations of Al 3+ and three populations of Cunila galioides.
The plant parameters evaluated were dry matter of shoots, weight dry matter of root,
root length and score of root. The results showed that the addition of 30.0 mg/L of Al

3+ to the nutrient solution leads to a decrease of all parameters evaluated. André da
Rocha population was the more tolerant to aluminium and Bom Jardim da Serra the
more sensitive. The concentration of flavonoids increased significantly in the
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populations that tolerated the increased aluminium concentration in the nutrient
solution, indicating a relationship between tolerance and flavonoid production. The
essential oil content and the concentration of majority components were not affected
by the aluminium.

Key words: hydroponic, medicinal plants, fenolic compounds, terpenes

4.1. INTRODUGAO

Cunila galioides Benth. (Lamiaceae) € uma planta aromatica e medicinal nativa
do sul do Brasil, encontrada vegetando espontaneamente nos campos de altitude e
encosta da serra do nordeste do RS, SC e PR (Bordignon, 2003; Fracaro, 2005). Na
medicina popular é utilizada como estimulante, aromatica, antiespasmoddica e em
infeccbes respiratdrias (Simbes et al., 1998). Sdo descritos trés quimiotipos (QT)
nesta espécie, QT citral, QT ocimeno e QT menteno (Echeverrigaray et al., 2003). Os
locais onde esta planta normalmente € encontrada vegetando no RS s&o
caracterizados como campos nativos de alta altitude, com temperaturas médias
anuais variando entre 15 e 16°C, precipitacdo pluviométrica anual entre 1.500 e
2.000 mm e solos acidos. Estes solos com pH entre 4,5 e 5,5, apresentam altos
teores de AI*" tdxico para muitas culturas, embora outras sejam beneficiadas (Veloso
et al., 2000). A toxicidade por aluminio & considerada o maior fator de estresse
abidtico em solos com pH baixo (Torla et al., 2005).

De acordo com Barcelé & Poschenrieder (2002), um dos mecanismos de

resisténcia de varias espécies vegetais ao aluminio no solo € a exudagao radicular
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de flavondides formando um complexo entre estas substadncias e o aluminio,
diminuindo seu efeito toxico.

Os flavonoides representam um dos grupos de metabdlitos secundarios mais
importantes e estruturalmente diversificados entre os produtos de origem vegetal e
amplamente distribuidos no reino vegetal (Zuanazzi, 2000). Os mais de 4000
flavondides descritos atualmente s&o classificados em 13 classes, incluindo
flavondis, flavonas, isoflavonas, pigmentos de antocianina, entre outras (Taylor &
Grotewold, 2005). Esta diversidade estrutural reflete um maior grau de polimorfismo
genético e expressado seletiva de diferentes genes que, codificados por enzimas,
levam a producao de flavondides especificos em resposta a diferentes estimulos
ambientais (Sosa et al., 2005). Estes compostos possuem propriedades
antioxidantes, antiinflamatoérias, antitumorais, antitromboticas, antimicrobianas, entre
outras (Silva et al., 2005; Mambro & Fonceca, 2005).

Para os vegetais, os flavondides apresentam importantes fungdes, como
atracdo de polinizadores e outros organismos benéficos, sao sinalizadores
hormonais, facilitam a germinacdo do tubo polinico, protecdo contra raios UV,
funcionando ainda como fitoalexinas e composto alelopatico (Mol et al., 1998; Taylor
& Grotewold, 2005). Sdo produzidos em pélos glandulares na superficie de folhas,
caules e inflorescéncias de muitas espécies da familia Lamiaceae (Grayer et al.,
2004).

Segundo Bordignon et al.(2003), flavondides dos tipos flavonas e flavononas
livres foram observados em quantidades expressivas nas espécies Cunila incana, C.
angustifolia, C. incisa e, em menor quantidade, nas espécies C. fasciculata e C.

microscephala. Em Cunila galioides, até o momento, nao foi relatado na literatura a
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presenca de flavondides. Segundo o0s mesmos autores o acumulo destas
substancias parece estar relacionado com a adaptacéo as adversidades ambientais,
sendo acumulados em espécies que vivem em ambientes semi-aridos ou de altitude.

Assim sendo, objetivou-se neste trabalho avaliar a influéncia de diferentes
doses de aluminio na produgao de trés populagdes de poejo e quantificar o teor de
flavondides e oleos essenciais produzidos quando estas plantas sdo submetidas ao
estresse, bem como avaliar a relagdo entre a producgéo de flavondides e a tolerancia

das populagdes ao AI** em cultivo hidropénico.

4.2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados no estudo 3 quimiotipos (QT) de poejo denominados André da
Rocha (QT citral); Santa Lucia (QT menteno); Bom Jardim da Serra (QT ocimeno).
As mudas utilizadas no estudo foram produzidas pelo método da estaquia em casca
de arroz carbonizada sob nebulizag&o intermitente, segundo descri¢do do capitulo 2.

O experimento foi realizado em casa-de-vegetagao, localizada no Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, em setembro de 2003, utilizando
um sistema hidropénico formado por um conjunto de quatro canos de PVC de 100
mm de didmetro com suas extremidades tampadas. Na parte superior dos canos
foram feitos orificios a cada 15 cm nos quais as plantas foram fixadas com espuma
comum. Cada cano foi preenchido com a solugdo nutritiva, correspondente ao
tratamento, até uma altura de dois centimetros abaixo do orificio de fixagdo das
plantas. A aeracio do sistema foi realizada por meio de um compressor de ar, o qual

distribuia o oxigénio constantemente no interior da solugdo nutritiva, ao lado de cada
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planta, com o auxilio de mangueiras plasticas (Apéndice VI). A solugao nutritiva foi
renovada semanalmente e o pH ajustado diariamente e mantido em 4,0 + 0,2 com
adicdo de HCI ou NaOH.

Durante os primeiros 15 dias apds o transplante, as plantas receberam solugao
nutritiva diluida a %4 da concentracido; nos 15 dias subsequentes receberam solugao
nutritiva diluida a %2, sendo submetidas aos tratamentos a partir deste periodo por
mais 60 dias. A solugdo nutritiva utilizada (Tabela 1) foi a proposta por Waard (1969)
modificada em relagcdo a concentracdo de fosforo, que foi reduzida para 1,5 mg.L'1

de P para evitar a precipitagcao do aluminio (Veloso et al., 2000).

TABELA 1. Composicao da solugao nutritiva utilizada, modificada a partir de Waard

(1969).
Nutrientes Concentragao (mg.L™) Nutrientes Concentragao (mg.L™)
N —NOs 80,50 B 0,50
N — NH, 10,50 Cu 0,06
P 1,50 Fe 5,00
K 39,00 Mn 1,00
Mg 24,00 Mo 0,03
Ca 39,90 Zn 0,10
S 32,00

Os tratamentos foram constituidos de quatro concentra¢des de aluminio (0; 7,5;
15,0 e 30 mg.L'1), adicionado como AICI36H,0O e trés populagcbes de poejo em
delineamento experimental completamente casualizado em esquema fatorial 3 x 4, 4
repeticoes e a unidade experimental composta por trés plantas.

A extracdo dos flavondides totais foi realizada preparando-se um extrato
hidroetandlico. Dois gramas de material vegetal desidratado e moido, retirado das

trés plantas que compunham a parcela experimental, foi extraido em 100 mL de
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etanol 40% (v/v), sob refluxo, durante 30 minutos sendo a solugao filtrada a quente
apos este periodo.

Para a quantificacdo dos flavondides foi utilizada uma metodologia descrita por
Adelmann (2005) com algumas modificagcbes. Esta metodologia baseia-se no
complexo formado entre o aluminio e flavondides em meio etandlico e posterior
analise espectrofotométrica. Uma aliquota de 10 mL da solugao extrativa foi tomada
e transferida para um baldo volumétrico, sendo seu volume completado para 100 mL
com solugdo etandlica a 40 % (v/v). Separadamente, duas aliquotas de 10 mL foram
transferidas para baldes volumétricos de 25 mL. O primeiro baldo (solugédo de
compensacao) teve seu volume completado com solugcao etandlica a 40 % (v/v) e o
segundo, apos acréscimo de 2,0 mL de cloreto de aluminio (AICI3) a 0,5% (m/v), teve
seu volume completado com a mesma solugdo etandlica (solugdo tratada). A
absorbancia da solucao tratada foi medida espectrofotometricamente a 418 nm, apos
30 minutos da adicdo de AICI; a solugdo, contra a solugdo compensacdo. O
comprimento de onda foi previamente determinado pela varredura de uma solugao
hidroetandlica (40% v/v) do padrdo rutina complexado com cloreto de aluminio
(0,5%) na proporgao de 3:1.

Os resultados foram calculados conforme a equacao:

m Eo Onde:
C = concentragéo de flavonodides totais expressos em gramas de rutina por 100 g de
droga vegetal seca (g%); A = absorbéancia; FD = fator de diluigdo (2500); m = massa

da amostra (g); Eo = (19,4) coeficiente de absor¢ao especifica do complexo rutina-
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aluminio determinado pela razdo entre a absorbancia do complexo (0,729) e a
concentracdo do padréo rutina (0,0375g - L™).

A extragcdo do O6leo essencial e as analises quimicas dos componentes
majoritarios do mesmo foram realizadas de acordo com o protocolo desenvolvido por
SANTOS et al. (2004). A extracao foi realizada por CO, supercritico utilizando um
modulo de bancada HP 7680T contendo uma célula de extracdo em aco inoxidavel
autosselante de 7,10° m® com os seguintes parametros de extracéo: tempo de 1800
segundos, temperatura de 60°C, pressdo de 10 Mpa; fluxo de CO, de 16,7 x 10°m®
s, A amostra extraida foi retirada das trés plantas que compunham a parcela
experimental, formando uma amostra composta de 1 g, desidratada, contendo
somente folhas.

As analises cromatograficas quantitativas foram realizadas em cromatégrafo
gasoso (HP 6890) equipado com processador de dados e coluna capilar HP —
Inovax, gas de arraste H, (34 Kpa), razao split 1:50 e volume de éleo injetado de 1 .
10° m?® diluido em 1 mL de Hexano. As andlises qualitativas foram realizadas em
cromatégrafo gasoso acoplado a detector seletivo de massas HP
(GC6890/MSD5973), equipado com biblioteca de espectro Wiley 275. A identificacao
dos componentes foi realizada por comparagao dos espectros de massa dos
compostos com os da biblioteca Wiley e por comparagao de dados da literatura.

A concentragao de Al e Ca no tecido vegetal foi realizada na Central Analitica da
Universidade de Caxias do Sul em Espectrometro de Absorcdo Atébmica, Spectra A
250 Plus Variam, conforme Standard Methods 172 ED (1989).

Avaliaram-se parametros agrondmicos (matéria seca da parte aérea - MSA,

matéria seca radicial - MSR; comprimento radicial - CR (medido em centimetros no
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final do experimento) e nota de raizes — NR (segundo uma escala de notas
previamente estabelecida), com quatro repeticbes e quimicos (teor de flavondides
totais e teor e quantificacdo dos componentes majoritarios presentes no 6leo
essencial) com trés repeticoes.

Os dados foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA) e teste de

comparacao de médias (Tukey 5 %) com auxilio do programa computacional SPSS

11.5.

4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia para os quatro parametros agronémicos avaliados esta
apresentada na Tabela 2, na qual se pode observar efeito de interagdo entre
concentragdes de aluminio e populagdes de poejo apenas para comprimento radicial.
TABELA 2. Resumo da analise de variancia (ANOVA) para os parametros avaliados

nas trés populagdes de poejo (Cunila galioides Benth.) submetidas a
diferentes niveis de aluminio.

Causas MSA MSR CR NOTA RAIZ
da GL QM F QM F QM F QM F
Variacao _ _ _
POP 2 16,50 25,44 0,052 0,564™ 101,00 38,69 2,67 12,62
Al 3 3,12 481" 0,264 2,840* 6550 2592° 1,00 4,73
POP * Al 6 0,58 0,89 0,122 1,314™ 8,19 3,14* 0,28 1,34™

Erro 132 0,64 0,093 2,61 0,21
Total 143
CV % 31,02 24,24 16,97 20,39

" Nao significativo; = Significativo a 5%; Significativo a 1%. POP-Populagdo; Al — Aluminio; MSA —
matéria seca da parte aérea; MSR — matéria seca radicular; CR — Comprimento Radicial.

Nos demais parédmetros ocorreram diferengas significativas para os dois fatores,

com excecao do MSR que apresentou diferenga estatistica apenas para os niveis de
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aluminio da solugao nutritiva. Para este parametro as médias entre as populagdes
foram 1,28; 1,29 e 1,38 gramas/planta para Bom Jardim da Serra, Santa Lucia e
André da Rocha, respectivamente.

Na Tabela 3 encontram-se as médias de MSR onde se observa o maior valor
nas plantas submetidas a solugdo nutritiva que nao continha aluminio e o menor
valor na maior dosagem, embora nao exista diferenca estatistica com as dosagens
intermediarias.

TABELA 3. Resultados médios de matéria seca radicial de plantas de poejo (Cunila
galioides Benth.) subemetidas a diferentes niveis de Al. Caxias do Sul,

2003.
Dose de aluminio PSR (g/planta)
(mgl/L)
0 1,52 a
7,5 1,33 ab
15,0 1,26 ab
30,0 1,17 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. PSR — Peso de
matéria seca radicular.

Entre as populagbes, para os parametros MSA e nota de raiz, a figura 1A
demonstra a superioridade da populacdo André da Rocha (5,11 g/planta), em relagéo
as demais populagdes. Para nota de raiz, apenas Bom Jardim da Serra mostrou-se
significativamente inferior em relagdo as demais. Segundo Tang et al. (2003)
gendtipos tolerantes ao aluminio proliferam mais raizes e produzem maiores
rendimentos de parte aérea que os sensiveis, devido a maior habilidade na busca de
agua e nutrientes.

Entre os niveis de aluminio (Figura 1B), para MSA, as plantas submetidas a

dosagem de 30 mg.l’' (MSA = 3,27 gramas/planta), foram significativamente
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inferiores aos niveis de 0 e 7,5 mg.L™" de aluminio (4,24 e 4,41 gramas/plantas,
respectivamente). A adicdo de 15,0 mg.L™" de aluminio na solugéo nutritiva fez com
que a média das plantas apresentasse um valor intermediario (3,85 g/planta). O

mesmo comportamento foi observado para o parametro nota de raiz.
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FIGURA 1. Valores médios para masa seca aérea (barras negras) e nota de raiz
(barras brancas) entre as populagdes de poejo (1A) e entre os diferentes
niveis de aluminio na solugao nutritiva (1B). AR- André da Rocha, SL-
Santa Lucia, BJ- Bom Jardim da Serra.

Pode-se observar ainda na figura 1B, que a parte aérea das plantas cultivadas
em solugdo com 7,5 mg.L™" de Al, tiveram um incremento na sua matéria seca
quando comparadas com a solugdo sem aluminio. Este efeito foi relatado por Veloso
et al. (2000), que afirmam que na utilizagdo de espécies mais tolerantes, nota-se um
estimulo na producédo em baixas doses de Al e um rapido declinio em concentracdes
mais elevadas.

Na Tabela 4, encontram-se os valores médios da interagdo populagdo x
aluminio para comprimento radicial, onde pode-se observar que a populacdo André
da Rocha foi superior as demais populagdes em praticamente todas as
concentragdes de Al, principalmente nas dosagens mais elevadas. No entanto nao

ocorreram diferencas desta populacdo para Bom Jardim da Serra em 0 mg.L'1 de Al
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e para Santa Lucia em 7,5 mg.L"' de Al. Diferencas quanto & tolerancia e
suscetibilidade ao aluminio sdo comuns entre plantas da mesma espécie e atribuidas

a fatores genéticos (Tang et al., 2002).

TABELA 4. Efeitos da interagao dos fatores aluminio e populagdo no comprimento
radicial de plantas de poejo (Cunila galioides Benth.) submetidas a
distintos niveis de aluminio em solug¢ao nutritiva. Caxias do Sul, 2003.

Populagao Comprimento de Raiz (cm)
Al 0O mg.L” Al75mg.L” Al 15 mg.L™ Al 30 mg.L™”
André da Rocha 2495a A 21,99 a AB 23,49 a AB 21,04 aB
Bom Jardim da Serra 23,45ab A 18,41b B 16,07 b B 15,41b B
Santa Lucia 2091b A 19,41 ab A 18,58 b AB 15,99 b B

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas e maiusculas nas linhas n&o apresentam
diferengas significativas ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.

Para a populacdo Bom Jardim da Serra (Apéndice VII), a dosagem de
7,5 mg.L" ja afeta significativamente seu comprimento radicicial, que vai decaindo
até a dosagem mais elevada de Al, embora sem diferenga estatistica. Este fato
indica que esta populagao é a mais sensivel ao estresse por aluminio. A auséncia de
diferenca estatistica para MSR entre as populagdes (Tabela 2), pode ser explicada
pelo maior engrossamento das raizes, causando uma compensagao na matéria seca
radicia, o que foi observado mais acentuadamente nesta populagdo. O
engrossamento das raizes é descrito por varios autores como um dos sintomas
caracteristicos de plantas suscetiveis ao aluminio (Veloso et al., 2000; Barcel6 &
Poschenrieder, 2002).

Para a populagdo André da Rocha (Apéndice VII) observou-se diferenga
estatistica para comprimento radicial apenas entre 0 e 30 mg.L'1 de Al. As demais

dosagens influenciaram de forma intermediaria. Para Santa Lucia as dosagens 0 e
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7,5 mg.L™" produziram os maiores valores de comprimento radicial, sendo superiores
a dosagem 30,0 mg.L™".

As concentracdes médias de Al e Ca presentes no tecido vegetal das trés
populagdes podem ser observadas na Figura 2. A quantidade de aluminio foi
crescente no tecido vegetal conforme o aumento do Al na solugdo nutritiva,
praticamente triplicando seu valor ja na concentragdo de 7,5 mg.L'1 de Al
obedecendo a uma curva de regressao polinomial (Figura 2 A). Embora existam
relatos na literatura do efeito antagdnico e competitivo entre Ca e Al (Menosso et al.,
2001; Echart & Cavalli-Molina, 2001), somente no maior nivel de Al observou-se uma
queda mais significativa de Ca no tecido vegetal, abaixo de 400 mg . 100 g de
tecido, adequando-se a uma regressao polinomial mesmo com baixo coeficiente de
determinagcdo (Figura 2B). Resultados semelhantes foram encontrados por
Mendonga et al. (2003) trabalhando com arroz, onde observaram maior redugao no

teor de Ca da parte aérea de cultivares tolerantes, na maior concentracido de

aluminio.
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FIGURA 2. Concentracdo média de Aluminio (A) e Calcio (B) no tecido vegetal de
trés populagdes de poejo (Cunila galioides Benth.) submetidas a distintos
niveis de aluminio em solugao nutritiva. Caxias do Sul, 2003.
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O resumo da analise de varidncia para a producado de flavondides e 6leo
essencial encontra-se na Tabela 5. Nesta tabela pode-se observar o efeito da
interacdo entre populagao e aluminio para o paradmetro producao de flavondides e
diferenca estatistica apenas entre as populagdes para teor de 6leo essencial.
TABELA 5. Resumo da analise de variancia (ANOVA) para teor de oleo essencial e

concentragdo do componente maijoritario nas trés populagdes de poejo

(Cunila galioides Benth.) submetidas a diferentes niveis de aluminio em
solucao nutritiva.

Causas da GL Flavonodides Oleo essencial
Variagao (g / 100 gramas) Teor (%) Componente
majoritario (%)
QM F QM F QM F

POP 2 495 14,48 0,084 1950* 0,83 0,44 ™
TRAT 3 6,28 18,37** 0,0038 0,874"™ 0,051 0,98 "
POP x TRAT 6 1,21 3,55* 0,0077 1,789"™ 0,59 0,71 "
ERRO 24 0,34 0,0043 160,33
TOTAL 35
CV % 9,62 43,00 14,05

** significativo a 1%; significativo a 5%; " nao significativo.

Para as populacdes André da Rocha e Santa Lucia a quantidade de flavondides
produzido aumenta com o incremento de aluminio na solug¢ao nutritiva, sendo que as
quantidades produzidas na solugcdo com mais alta concentracido de aluminio sao
significativamente superiores a solugdo sem aluminio. Na concentragao de 30 mg.L‘1,
Bom Jardim da Serra mostra-se inferior as demais populagdes. Isto ndo ocorre na
concentragédo de 15 mg.L " onde as populagdes nao diferenciam-se. Em 7,5 mg.L'1
de Al, André da Rocha € superior as demais populagcbes e na auséncia de Al, &
superior apenas a populacdo Santa Lucia. Para esta populagdo a quantidade de

flavondides produzida em 15 mg.L™" de Al é significativamente superior ao produzido
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na solucdo sem aluminio e inferior ao produzido em 30 mg.L™". Para André da Rocha
nao existe diferenga estatistica entre todas as solugées que contém aluminio e para
Bom Jardim da Serra nao observou-se diferenga entre os tratamentos (Tabela 6).

TABELA 6. Quantidade média de flavondides (gramas de rutina /100 g de material

vegetal seco) em trés populagdes de poejo (Cunila galioides Benth.)
submetidas a diferentes niveis de aluminio em solugao nutritiva. Caxias

do Sul, 2003.
Al na solugao nutritiva (mg/ L)
POPULACAO 0 7,5 15,0 30,0 Média
AR 11,67 a B 12,45a AB 12,19 aAB 13,22 a A 12,38 a
BJ 10,64 ab A 1103 b A 11,76 a A 1165 DA 11,27 b
SL 998 b C 10,36 bBC 1142 a B 13,30 a A 11,26 b
Média 10,76 C 11,28 BC 11,79 B 12,72 A
CV % 8,27 9,57 3,64 7,86

Médias seguidas de mesma letra, minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5 %. AR- André da Rocha; BJ — Bom Jardim da Serra; SL — Santa Lucia.

Diferencas na producdo de flavondides entre populagdes de uma mesma
espécie sdo atribuidas a fatores genéticos, enquanto as variagbes quantitativas e
qualitativas entre as populagdes podem ser impostas pelas diferentes funcdes
ecologicas destes compostos, produzidos em resposta as distintas condi¢oes
ambientais (Sosa et al., 2005).

Torla et al. (2005) cultivando Rumex acetosa L. em solugdo nutritiva com
elevado teor de aluminio observaram a producao de altos teores de flavondides na
parte aérea das plantas. Os autores sugerem que os compostos fendlicos sado os
responsaveis pela tolerancia das plantas a elevadas concentragbes de aluminio no
tecido vegetal.

Segundo Barcelé & Poschenrieder (2002) a produgédo de flavondides ou o

aumento na producédo deste tipo de metabdlito secundario em condicdes de estresse
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pode explicar a tolerédncia de algumas espécies vegetais ao aluminio. Nesta
hipétese, duas estratégias podem ser utilizadas pela planta, representadas por duas
classes distintas. A primeira é a inativagao do Al fora da planta com os flavonodides
sendo exudados e atuando como compostos quelantes. A segunda classe de
mecanismos de tolerancia é a neutralizagdo dentro da planta com complexagao e
inativagdo do Al no citosol ou vacuolos (Echart & Cavalli-Molina, 2001).

Todas as populagdes utilizadas no estudo produziram, em média, valores entre
9,98 e 11,67 g de flavondides / 100 g de tecido vegetal, mesmo na solugdo sem
aluminio, ndo sofrendo danos severos em decorréncia do estresse por aluminio,
principalmente quando comparadas com outras culturas. Estas populagdes podem
ser consideradas, de certa forma, tolerantes a este elemento, mesmo que, em niveis
muito elevados de aluminio, tenham demonstrado queda em alguns parametros
produtivos.

Em todas as populagdes observa-se uma tendéncia de queda no comprimento
e na matéria seca radicial com o aumento da dosagem de aluminio na solugao
nutritiva (Figura 1B, Tabela 3, Tabela 4). Segundo alguns autores, o sistema radicial
€ um parametro importante na selegdo de gendtipos tolerantes ao aluminio sendo a
regidao mais afetada nas plantas submetidas a este tipo de estresse. A inibigcdo da
producao radicial € considerada o efeito primario da toxidez por aluminio em plantas
(Larsen et al.,1998; Mazzocato et al. 2002).

Na Figura 3 pode-se observar que a producdo de flavondides esta
inversamente relacionada com a produg¢ao de biomassa radicial. Com a diminuigéo
na matéria seca radicial observa-se também o aumento na producéo de flavondides

em resposta a uma situagao de estresse. Neste sentido, diversos autores comentam
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o papel dos flavondides na defesa da planta e que os fatores ambientais estdo

envolvidos na sintese destes metabdlitos (Bruneton, 1991; Zunazzi, 2001; Sosa et

al., 2005; Taylor & Grotewold, 2005).
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FIGURA 3. Relacao entre a concentracdo média de flavondides totais e matéria

seca radicial (MSR) média nas trés populagcdes de poejo (Cunila
galioides Benth.) submetidas a diferentes niveis de aluminio na
solugao nutritiva.

Relacionando a producédo de flavondides com a tolerdncia das populacdes
observa-se que, a populacdo Bom Jardim da Serra produziu quantidades de
flavondides estatisticamente idénticas em todos os niveis de Al (Tabela 6). Esta
populagcdo, em particular, mostrou a maior redugdo no comprimento radicial, sendo
inferior ao controle ja na concentragcdo mais baixa de aluminio (Tabela 4). Nas
demais populagdes observou-se um aumento na producdo de flavondides e
consequentemente um menor dano no sistema radicial, sendo ambas inferiores ao
controle somente no nivel mais alto de aluminio (Tabelas 4 e 6).

Estes resultados sugerem que o aluminio induz a produgdo de flavonodides
conferindo tolerancia as plantas em condi¢coes de estresse. Neste sentido, Suzuki et

al. (2005) observaram aumento na concentragao de flavondides em trigo mourisco
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(Fagopyrum tataricum), quando este foi submetido a condigdes de estresse (radiacao
UV e dessecacao), sugerindo que os flavondides podem ser considerados como
ativadores do sistema de defesa em algumas espécies. A presenga e a quantificagao
de flavondides em espécies vegetais pode auxiliar na selegdo, sendo um indicativo
de gendtipos tolerantes, e no entendimento dos mecanismos de resisténcia em
plantas submetidas ao estresse por aluminio.

A extragdo do oleo essencial por CO, supercritico evidenciou diferengas
significativas no teor extraido entre as trés populagdes. O maior teor foi observado na
populagado Santa Lucia (0,6 %), seguido por André da Rocha (0,44%) e Bom Jardim
da Serra (0,085%) (Tabela 7). Santos et al. (2004) também trabalhando com
extragao por CO;, supercritico em poejo, populagdo André da Rocha, encontraram
resultados semelhantes em termos de teor e composig¢ao quimica do 6leo essencial.

Diferencas no teor de Oleo essencial entre populagdes, quimiotipos ou
variedades de uma mesma espécie sao observadas em varias representantes da
familia Lamiaceae e determinadas geneticamente, principalmente pela presenca, em
maior ou menor quantidade, de estruturas secretoras especializadas, como tricomas
glandulares, caracteristicas desta familia (Lawrence, 1992; Corsi & Bottega, 1999).
TABELA 7. Teor de dleo essencial e concentragdo dos componentes majoritarios nas

trés populagbes de poejo (Cunila galioides Benth.) submetidas a
diferentes niveis de aluminio na solug¢ao nutritiva. Caxias do Sul, 2004.

Populacdo Teor de O.E. Composto (s) majoritario (s)
(%) Identificagao Concentragao (%)
AR 044 b Neral +Geranial 86,0
BJ 0,08 c Ledeno 79,0
SL 0,60 a 1,38 mentatrieno + 1,5,8 mentatrieno 82,0

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%. O.E- Oleo essencial;
AR- André da Rocha; BJ — Bom Jardim da Serra; SL — Santa Lucia.
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O método extrativo utilizado também pode exercer influéncia no rendimento.
Pauletti et al. (2002) avaliando o teor de 6leo essencial de distintas populagdes de
poejo pelo método da hidrodestilacdo, observaram que este método resultou em
teores superiores aos obtidos utilizando extragcao por CO, supercritico e o teor de
6leo na populacdo André da Rocha foi muito superior ao obtido na populagcdo Santa
Lucia, ao contrario do observado neste trabalho.

Os tratamentos com aluminio ndo exerceram influéncia no teor de O&leo
essencial obtido e ndo observou-se interacado entre os fatores populagao e aluminio.
Foram identificados e quantificados quatro componentes quimicos maijoritarios nas
trés populagdes de poejo. Citral (isomeros neral + geranial) na populacdo André da
Rocha (86%); Ledeno, na populagdo Bom Jardim da Serra (79%) e 1,3,8 mentatrieno
e 1,5,8 mentatrieno na populagéo Santa Lucia (82%). Da mesma forma que para o
teor de Oleo essencial os tratamentos com aluminio nao influenciaram a
concentracdo dos componentes majoritarios presentes no 6leo essencial de cada
pupulacao (Tabela 7), corroborando as observacdes de Echeverrigaray et al. (2003),
que atribuem as diferengas encontradas no 6leo essencial de populagdes de poejo

determinadas genéticamente com baixo efeito ambiental.
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4.4. CONCLUSOES

- Observa-se diferenga de tolerancia entre as populag¢des de poejo ao aluminio,
com a populacdo Bom Jardim da Serra mostrando-se a mais sensivel;

- A produgéo de flavondides aumenta de acordo com o aumento do aluminio na
solugdo nutritiva em algumas populagdes, indicando uma relagdo entre a
producao de flavonoides e a tolerancia das plantas;

- A produgédo quantitativa e qualitativa do oleo essencial ndo é afetada pelo
aluminio;

- A producgao de flavondides parece ser mais afetada por variagdes ambientais

do que a producéao de 6leo essencial;
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CAPITULO V
Producgao de poejo (Cunila galioides Benth.) em cinco Regides Agroecolégicas

no Rio Grande do Sul.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a produgdo de biomassa e 6leo essencial
de nove populagdes de poejo (Cunila galioides Benth.) cultivadas em cinco regioes
do Rio Grande do Sul, com distintas condi¢bes edafoclimaticas. Os experimentos
foram conduzidos em condicdbes de campo em Erechim, Caxias do Sul, Sao
Francisco de Paula, Pelotas e Santa Vitéria do Palmar. O periodo do experimento foi
de dezembro de 2003 a abril de 2004 em todas as localidades, estendendo-se até
abril de 2005 no municipio de Erechim. O delineamento experimental foi totalmente
casualizado, com nove populagdes, oito plantas por parcela e quatro repeticoes.
Foram avaliados a producdo de biomassa (Kg . ha™), o rendimento (L . ha™) e a
composi¢ao quimica dos 6leos essenciais. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e comparagdao de médias. Avaliou-se também a adaptabilidade e a
estabilidade das populag¢des aos distintos ambientes pela de analise de regressao.
Os resultados mostraram diferencas entre as populagdes e entre os locais,
ocorrendo interagdo genoétipo x ambiente. Erechim foi a localidade onde a maioria
das populacdes apresentaram os melhores resultados em termos produtivos. Pelotas
e Santa Vitaria do Palmar foram as piores localidades para a produg¢ao de poejo,
principalmente pela ocorréncia de maior déficit hidrico. A populagcéo Santa Lucia foi a
que apresentou ampla estabilidade e maior adaptabilidade aos ambientes para
producdo de biomassa e O6leo essencial, porém sua média ndo se mostrou
satisfatoria. A populacdo André da Rocha apresentou a maior média de produgcao de
O0leo essencial, sendo favorecida em ambientes favoaveis. Com relagcdo a
composi¢ao quimica do dleo essencial as populacbées mantiveram as concentracdes
dos componetes majoritarios praticamente estaveis, em todos os locais, com
algumas variagdes. Observou-se, em algumas populagbes, uma maior concentragao
de sesquiterpenos que pode ser atribuido ao estresse ambiental.

Palavras Chaves: Oleo essencial, quimiotipos, influéncia ambiental, interacéo
gendtipo x ambiente.
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ABSTRACT
Cunila galioides (Benth.) production in five agroecological regions of Rio
Grande do Sul.

The objective of this study was to evaluate biomass and essential oil production
in nine populations of poejo (Cunila galioides Benth.) cultivated in five regions in the
state of Rio Grande do Sul, under different edaphoclimatic conditions. The
experiments were performed in field conditions in Erechim, Caxias do Sul, Pelotas
and Santa Vitoria do Palmar. The period of the experiment was from December 2003
to April 2004 at all locations, and in the municipality of Erechim it was extended until
April 2005. The experimental design was completely randomized, with nine
populations, eight plants per plot and four repetitions. The following were evaluated:

biomass production (Kg - ha-1), yield (L - ha-1) and chemical composition of
essential oils. The data were submitted to analysis of variance and comparison of
means. The adaptability and stability of the populations in the different environments
were also evaluated, by regression analysis. The results showed great differences
between the populations and cultivation sites, with genotype x environment
interaction. Most populations presented the best results in terms of production in
Erechim. Pelotas and Santa Vitoéria do Palmar were the worst locations for poejo
production, above all because a great water deficit occurred during the period of the
experiment. The Santa Lucia population presented broad stability and the greatest
adaptability to the environments for biomass and essential oil production, but its
average did not prove satisfactory. The André da Rocha population presented the
highest mean production of essential oil, and was favored in favorable environments.
As to the chemical composition of the essential oil, the populations maintained
practically stable concentrations of majority components at all locations with a few
variations. In some populations a higher concentration of sesquiterpenes was
observed which can be attributed to environmental stress.

Key Words: Essential oil, chemotype, environmental influence, genotype x
environment interaction.

5.1. INTRODUGAO

Cunila galioides Benth. (Lamiaceae) € uma planta aromatica e medicinal nativa
das regides sul do Brasil, sendo encontrada naturalmente em regides de altitude nos
Campos de Cima da Serra e Encosta Superior Nordeste no Rio Grande do Sul e

planaltos gaucho e catarinense (Fracaro et al. 2002; Fracaro et al. 2005). Esta
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espécie apresenta os quimiotipos citral, ocimeno e menteno, de acordo com o0s
compostos majoritarios presentes no seu Oleo essencial, que estdo em parte
relacionados com a distribuicdo geografica das populagdes (Echeverrigaray et al.
2003). A composig¢ao quimica do 6leo essencial de diversas espécies de plantas tem
sido atribuida a um maior controle genético ocorrendo baixo efeito ambiental (Hay &
Waterman, 1993).

Echeverrigaray et al. (2003), cultivando clones de poejo em um ambiente
distinto do ambiente original da espécie, observaram que as populagdes
apresentaram a mesma composi¢ao quimica daquelas coletadas em seu habitat
natural. Por outro lado, Loziene & Venskutonis (2005), cultivando Thymus
puleigoides, em um mesmo local, por cinco anos consecutivos, observaram que,
alguns quimiotipos podem sofrer maior efeito ambiental modificando
consideravelmente a concentragdo dos componentes majoritarios do 6leo essencial,
com relagao aos valores encontrados em plantas coletadas em seu local de origem,
voltando a ter a composi¢ao quimica original conforme as condi¢cdes climaticas de
cada ano de cultivo.

Um exemplo classico do efeito ambiental na qualidade do éleo essencial € o
que ocorre em menta (Mentha piperita — Lamiaceae) que, segundo Shahi et al.
(1999), apresenta o metabolismo dos monoterpenos fortemente afetado pelo
ambiente. Para esta espécie um menor fotoperiodo e elevadas temperaturas
promovem a diminuicdo dos teores de mentol e o0 aumento nos teores de
mentofurano, diminuindo a qualidade do 6leo essencial (Bandoni, 2002).

Previamente a implantagcdo do cultivo de espécies aromaticas e medicinais,

deve-se ter em conta que, em fungédo do solo e do clima em que se desenvolvem,
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estas plantas podem ter um comportamento distinto ndo somente no aspecto
produtivo, mas também na composi¢gdo quimica do produto transformado, o qual
determinara a qualidade do produto final obtido (Alquezar, 2003; Zhang, 2003).

Uma das etapas envolvidas no processo de domesticacdo de plantas
aromaticas e medicinais nativas € a producdo das plantas em algum sistema de
cultivo, muitas vezes distinto de seu habitat original, o que pode acarretar
modificagdes quantitativas e qualitativas em suas propriedades quimicas. Neste
sentido objetivou-se avaliar a produgdo de nove populagdes de poejo sob distintos

ambientes edafoldgicos e climaticos de cultivo.

5.2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas no experimento nove populagbes de poejo (C. galioides
Benth.) oriundas de diferentes municipios do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
(Tabela 1). As populagdes foram coletadas no periodo de 1999 a 2001 (Fracaro,
2001) e estdo sendo mantidas in vitro e in vivo no laboratério de Biotecnologia
Vegetal e no campo experimental do Instituto de Biotecnologia da Universidade de
Caxias do Sul, como parte do banco de germoplasma de espécies aromaticas e
medicinais nativas do Laboratério de Oleos Essenciais. As exsicatas das populacdes

estdo depositadas no herbario (HUCS) desta instituicao.
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TABELA 1. Local de coleta e quimiotipo de nove populagcbes de poejo (Cunila
galioides Benth.) utilizadas no estudo. Caxias do Sul, 2005.

POPULACAO LOCAL DE COLETA QUIMIOTIPO (QT)*
AR André da Rocha — RS Citral
MC Muitos Capdes — RS Citral
CA Capao Alto — RS Ocimeno
BJ Bom Jardim da Serra- RS Ocimeno
CAM Cambara- RS Ocimeno
LA Lages - SC Menteno
SJ Sao Joaquim - SC Menteno
SL Santa Lucia - RS Menteno
SJ2 Sé&o Joaquim 2- SC Menteno

* Segundo Echeverrigaray et al. (2002)

A partir de plantas matrizes cultivadas em casa-de-vegetacao foi feita a
clonagem das populagdes pelo método da estaquia, com aplicagdo de
AIB 250 mg.L" na base da estaca, em bandejas de poliestireno de 72 células,
contendo casca de arroz carbonizada como substrato, mantidas sob nebulizagao
intermitente por 60 dias.

O experimento foi realizado em condigdes de campo nos municipios de Erechim
(Granja da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e Missbes), Caxias do
Sul (Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul), Sdo Francisco de
Paula (Fazenda Violeta, Grupo PETROPAR), Pelotas (EMBRAPA —CPACT) e Santa
Vitéria do Palmar (Horto da Prefeitura Municipal) correspondendo as regides
agroclimaticas Planalto Médio, Serra do Nordeste, Planalto Superior, Grandes

Lagoas e Litoral, respectivamente (Rheinheimer et al., 2001). A Tabela 2 mostra a
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localizacdo geografica e algumas caracteristicas edafoclimaticas de cada local de
cultivo.
TABELA 2. Localizagdo geografica e caracteristicas edafoclimaticas de cada

localidade onde foi realizado o cultivo de nove populagdes de poejo
(Cunila galioides Benth.).

Local Coord. Altitude”  Precipitagdo*’ T*' UR* Classificacdo
Geografica (m) (mm) °C (%) Taxondmica do solo?
Erechim 27°38 S 631 1700 18,0 775 Lotossolo vermelho
52°16’' O aluminoférrico tipico
Caxias do 29°09°'S 725 1600 16,0 80,0 Cambissolo humico
Sul 08°66"0 aluminico
Sao Francisco 28°26° S 930 2200 15,0 80,0 Cambissolo humico
de Paula 50°35’0 aluminico
Pelotas 31°41' S 54 1800 17,0 80,0 Argilossolo Vermelho —
52°25'0 Amarelo distréfico
Santa Vitéria 33°31" S 8 1200 17,0 80,0 Planossolo
do Palmar 53°22' 0O hidromorfico eutrofico

T — temperatura; UR — Umidade relativa; *médias anuais; Fontes:” Atlas Agrometeoroldgico do Rio Grande do
Sul; 2 EMBRAPA -CNPS,1999.

Em cada parcela experimental, previamente a instalagdo do experimento, foi
coletada uma amostra de solo e encaminhada ao Laboratoério de Solos e Tecidos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul para analise quimica (Tabela 4).

Os dados climaticos médios, precipitacdo pluviométrica e temperatura, foram
calculados a partir de dados diarios fornecidos por estacbes meteorologicas da
FEPAGRO (Erechim e Caxias do Sul), EMBRAPA-CPACT (Pelotas) e Agéncia da
Lagoa Mirim—UFPEL (Santa Vitéria do Palmar). Em Sao Francisco de Paula nao foi
possivel obter o registro dos dados climaticos.

O delineamento experimental foi completamente casualizado com nove
populacgdes, oito plantas por parcela e quatro repetigdes, totalizando 288 plantas por
local. Baseado em experimentos prévios, o espagamento adotado foi de 0,6 m entre

linhas e 0,5 m entre plantas na linha em uma area de 97,5 m? (15,0 x 6,5). O preparo
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da area consistiu em aracédo e gradagem, e uma adubagdo de base com 500 Kg.ha™
de NPK 5:20:10, aplicado a lango antes do plantio e incorporado com uma ultima
gradagem.

O plantio foi realizado entre os dias 8 e 22 de dezembro de 2003 (Tabela 3),
sendo realizada uma irrigagao por aspersao em todos os locais logo apés o plantio,
com excegao de Sao Francisco de Paula (Apéndice VIIl), onde ocorreu uma elevada
precipitacao pluviométrica. Foram realizadas de 2 a 3 capinas manuais, dependendo
da necessidade, no decorrer do experimento.

TABELA 3. Datas de plantio e colheita e periodo de cultivo de nove populagdes de
poejo (Cunila galioides Benth.) em cada localidade.

Localidade Data Tempo de
Plantio Colheita Cultivo
Erechim 08/12/03 22/03/04 106
Caxias do Sul 22/12/03 01/04/04 102
Sao Francisco de Paula 13/12/03 19/03/04 98
Pelotas 19/12/03 29/03/04 102
Santa Vitoria do Palmar 18/12/03 29/03/04 101

A colheita foi realizada entre os dias 19 de margo e 1 de abril de 2004, momento
em que as plantas encontravam-se em floragdo plena (Apéndice 1X). A parcela
experimental foi colhida e as amostras foram desidratadas em secador com
ventilagao forcada de ar a 35° C até massa constante determinando-se a matéria
seca aérea — MSA (g.planta’) e o rendimento de biomassa seca (Kg.ha™)
considerando-se uma densidade de 33200 plantas.ha”’. Cem gramas de uma
amostra homogénea de cada populagao e cada local foi submetida a extracdo do
6leo essencial pelo método da hidrodestilacdo por um periodo de uma hora. O teor

de 6leo essencial foi calculado pela equacao:
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Teor de 6leo (% v/m) = Volume de 6leo essencial (mL) x 100

massa de planta (g)

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de
comparagao de médias pelo do teste de Tukey a 5%, sendo os seguintes parametros
avaliados: rendimento de biomassa (Kg.ha™) e rendimento de 6leo essencial (L.ha™).
Com estes dois parametros foi determinada a estabilidade e a adaptabilidade de cada
populacao de poejo utilizando o método proposto por Eberhart & Russel (1996) com
auxilio do aplicativo computacional GENES (Cruz, 2001). Esta metodologia baseia-se
em uma equacao de regressao linear com o seguinte modelo estatistico:

Yi=m+pilj +8;+e;j, onde:

Yij- média do gendtipo i no ambiente j;

m - média do genadtipo i em todos os ambientes;

Bi - coeficiente de regressao linear, que mede a resposta do i-ésimo gendtipo a
variacao do ambiente;

l; - indice ambiental;

dij- desvio da regresséo;

€ ij- erro experimental médio.

No municipio de Erechim, foi realizada uma avaliagdo produtiva das nove
populagdes de poejo, no segundo ano de cultivo, sendo a colheita realizada em abril

de 2005. Foram avaliados o rendimento de biomassa (Kg.ha™) e 6leo essencial e os
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resultados comparados com o primeiro ano de cultivo pela analise de variancia
(ANOVA) e comparagéo de médias pelo teste de Tukey 5%.

A analise quimica do Oleo essencial das nove populagbes de poejo cultivadas
no ano de 2003/2004 foi realizada por cromatografia gasosa (CG) e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS) de acordo com Echeverrigaray

et al. (2003).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Condig¢oes edafoclimaticas em cada local de cultivo

Os registros de precipitagao pluviométrica e temperatura de cada municipio,
bem como as analises do solo de cada area experimental evidenciaram diferengas.

As distintas caracteristicas de clima e solo, algumas delas esperadas e proprias
de cada regidao e outras revelando dados especificos do ano agricola relativo a
execucao desta investigagdo, serao apresentadas a seguir. As discussdes
pertinentes serao realizadas conjuntamente com os dados de producao.

O Rio Grande do Sul apresenta, segundo a classificagdo de Kdppen, dois tipos
climaticos, simbolizados como Cfa e Cfb, situando-se na faixa de clima subtropical ou
temperado, com precipitagdes pluviais médias razoavelmente bem distribuidas. O
tipo Cfa € dominante no Estado e indica verbes quentes e o tipo Cfb aparece nas
regides de maiores altitudes (Campos de Cima da Serra e Serra do Nordeste)
indicando verées amenos (Berlato & Cordeiro, 2005).

A precipitagdo média anual no Estado € aproximadamente 1590 mm, sendo

que, na metade norte a precipitacdo anual média é superior a média do Estado e na
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metade sul é inferior. A precipitacdo média no periodo de dezembro a margo (verao)
€ de aproximadamente 570 mm ocorrendo variagcdes em decorréncia de fendbmenos
naturais que se convencionou designar El Nifio e La Nifa (Berlato & Cordeiro, 2005;
Porto, 2005).

A precipitagdo acumulada no periodo do experimento, de dezembro a abril de
2004, foi distinta entre os locais. As maiores quantidades de chuvas ocorreram em
Caxias do Sul (729,5 mm) e Erechim (681,4 mm) e as menores em Santa Vitéria do
Palmar (448,7 mm) e Pelotas (404,4 mm). As chuvas ficaram abaixo da média do
Estado (570 mm) na metade sul do Rio Grande do Sul e acima da média na metade

norte, porém mal distribuidas (Figura 1).
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FIGURA 1. Precipitagdo pluviométrica mensal ocorrida nas cinco localidades onde
foram conduzidos os cultivos de poejo (Cunila galioides Benth.),
2003/2004.

As temperaturas médias mensasis no periodo do experimento em cada

localidade foram distintas, principalmente nas cidades de maior altitude (Figura 2).
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Em Caxias do Sul observou-se a menor temperatura média mensal no periodo

(19,71°C), seguido de Erechim (21,28°C).
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FIGURA 2. Temperatura média mensal em quatro localidades onde foi conduzido o
cultivo de poejo (Cunila galioides Benth.), 2003/2004.

Pelotas e Santa Vitoria do Palmar apresentaram as temperaturas mais
elevadas, com pequenas variagdes mensais entre estas duas cidades, com médias
de 22,47°C e 22,34°C, respectivamente. As maiores médias foram registradas no
més de janeiro em todos os locais (Figura 2).

Apesar de n&o ter sido possivel obter o registro dos dados climaticos
especificos na localidade de Sdo Francisco de Paula, pode-se considerar, dada a
proximidade e as caracteristicas da regido, que a pluviosidade e as temperaturas
meédias sdo comparaveis com as de Caxias do Sul.

Com relagao aos solos, as diferengas mais marcantes sao referentes ao teor de
argila, aos macro-nutrientes fosforo (P) e potassio (K) e entre os micro-nutrientes,

zinco (Zn), cobre (Cu) e manganés (Mn) (Tabela 4).
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TABELA 4. Analise quimica dos solos nas parcelas experimentais de cada local de
cultivo, dezembro de 2003.

Local Argila pH Indice P K M.O. Alyoc. Catroc. Mtroc.
% H>,O SMP mg.L'1 mg.L'1 % cmoIcL'1 cmoIcL'1 cmoIcL'1

Erechim >56 5,6 6,0 40 255 3,3 0,0 8,4 4.4
Caxias do Sul 27 5,8 6,5 28 198 3,4 0,0 7.4 3,7
S&o F.Paula 11 5,9 5,6 6,6 81 5,3 00 126 69

Pelotas 16 5,8 6,8 15 139 2,4 0,0 4,0 2,1
S®V.Palmar 14 5,9 6,2 77 141 3,0 0,0 4,3 1,6

Local Al +H CTC % SAT da CTC RELACOES
cmol.L" cmol L' BASES Al Ca/Mg Ca/K Mg/K
Erechim 3,6 17,1 79 0,0 1,9 13 7
CaxiasdoSul 25 14,1 82 0,0 2,0 15 7
Séo F.Paula 5,1 24,8 79 0,0 1,8 61 33
Pelotas 1,7 8,2 79 0,0 1,9 11 6
S®V.Palmar 3,0 9,3 67 0,0 2,7 12 4.4
Local S Zn Cu B Mn
mg . L’ mg . L’ mg . L’ mg . L’ mg . L’
Erechim 15 3,0 5,9 0,9 52

CaxiasdoSul 6,1 13 10,6 0,8 10

Sao F.Paula 15 0,5 0,1 1,1 2,0
Pelotas 7,5 1,8 0,7 1,0 5

S®V.Palmar 88 5,4 3,3 0,9 59

A acidez do solo, em todos os locais, esta na classe de média acidez
considerando-se o pH em agua. Para a matéria organica do solo apenas Sé&o
Francisco de Paula apresenta um teor considerado alto (>5); Pelotas, um teor baixo
(£ 2,5) e as demais localidades apresentam teores médios (Rheinheimer et al., 2001).

A CTC encontrava-se alta em Erechim e S&o Francisco de Paula e moderada
nas demais localidades. A porcentagem de saturacao de bases (V%) € média apenas
em Santa Vitéria do Palmar sendo alta em Caxias do Sul e considerada boa nas
demais localidades (Ferraz de Mello et al., 1983).

Todos os solos apresentavam niveis altos de K, exceto o de Sdo Francisco de

Paula que apresentava niveis considerados suficientes. O P apenas em Caxias
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apresentou niveis altos, sendo médio em Pelotas e baixo nas demais localidades. Os
niveis de Ca estdo de médio a alto e os de Mg apresentam-se altos em todos os
locais (Siqueira et al., 1989).

As relagdbes Ca/Mg e Mg/K encontravam-se em faixas consideradas de
desequilibrio. A relacdo Ca/K encontrava-se em equilibrio somente em Erechim e
Caxias do Sul estando desequilibrada nas demais localidades (Tabela 4). Segundo
Rheinheimer et al. (2001), a interpretacado destas relagbes entre cations trocaveis
deve ser considerada com cautela, pois ainda carecem de uma maior base cientifica,
nao sendo encontrada resposta ao ajuste da relagdo quando os valores absolutos
dos nutrientes estdo acima dos niveis de suficiéncia.

Os teores de Cu e Mn séao suficientes em praticamente todas as localidades.
Apenas o teor de Cu em Sao Francisco de Paula encontra-se em niveis baixos
(Siqueira et al., 1989). Cabe ressaltar os elevados niveis de Cu e Zn em Caxias do
Sul e de Mn em Erechim e Santa Vitdria do Palmar. O elevado teor de Cu em Caxias
do Sul pode ser atribuido ao fato da area experimental situar-se na antiga Estacao
Experimental de Viticultura do Estado, onde a aplicagao de fungicidas a base de Cu
era constante. Com relagcdo ao Mn, solos com caracteristicas argilosas ou mal
drenados, como ocorre em Erechim e Santa Vitoria, respectivamente, podem conter

maiores teores deste elemento (Ferraz de Mello et al., 1983).

5.3.2. Producao de biomassa e 6leos essenciais
A Tabela 5 mostra a andlise de varidncia para o rendimento de biomassa

relativo a produgcdo de matéria seca de parte aérea e Oleo essencial onde se
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observam diferencas estatisticas entre as populacées e os locais e a presenca de
interacao altamente significativa entre estes dois fatores.
TABELA 5. Resumo da analise de variancia (ANOVA) para rendimento de matéria

seca e Oleo essencial para as populagdes de poejo (Cunila galioides
Benth.) cultivadas em cinco localidades do RS, 2003/2004.

Causasda GL RMS RO

variagao QM F QM F
POP 8 136742 36,0** 49,92 147,9**
Local 4 1115968 293,8* 92,43 237,84**

POP* Local 32 45669,9 12,02** 9,95 29,48

Erro 90 3798,12 0,338
Total 134
CV% 22,87 27,54

GL- Graus de liberdade; POP- populagao; CV — coeficiente de variacdo; RMS — rendimento de matéria
seca (Kg.ha™); RO — Rendimento de éleo (L.ha™) ; ** significativo a 1%.

Na Tabela 6 encontram-se os valores médios para rendimento de biomassa
para as nove populagdes de poejo e os locais de cultivo.

Em Erechim os maiores valores foram observados para as populacbes Capao
Alto (QT ocimeno) e Muitos Capdes (QT citral) com 978 e 954 Kg.ha™,
respectivamente, sendo superiores as demais populacbes e nao diferindo
estatisticamente entre si. A populagdo André da Rocha (QT citral) produziu 781
Kg.ha™' e foi estatisticamente inferior as populagées Capao Alto e Muitos Capdes e
superior as demais. As populagdes Lages, Sdo Joaquim, Santa Lucia e Sao Joaquim
2 (QT menteno) mostraram valores intermediarios variando entre 498 e 547 Kg.ha™,
sendo superiores as populagées Bom Jardim da Serra (325 Kg.ha™') e Cambara (148

Kg.ha™), ambas do grupo ocimeno.
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TABELA 6. Rendimento estimado de biomassa seca (Kg . ha™') de nove populacées
de poejo (Cunila galioides Benth.) cultivadas em cinco localidades do Rio
Grande do Sul, 2003/2004.

LOCAL

POP QT Erechim Caxiasdo Sul  S.F.de Pelotas S.V.do  Média
Paula Palmar

AR citral 7811 bA  5205aB 2559aC 1496aC 1233aC 366,1a

SL menteno  546,9c A 294,5bc B 2321aBC 99,1aC 1123aC 257,0b
BJ ocimeno  325,7dA 172,0 bc B 180,1aB 70,8aB 456aB 158,8¢c
LA menteno  498,2c A 196,6 bc B 1859aB 110,0aB 63,7aB 210,9bc
CAM  ocimeno 148,8eBC 331,7b A 255,0aAB 949aC 91,0aC 184,3bc
CA ocimeno  9786aA 513,4aB 2886aC 159,0aCD 768aD 403,3a
SJ menteno  538,9c A 151,0cB 178,7aB 130,0 a B 75,0aB 214,7 bc
MC citral 954,6 a A 579,1aB 200,8aC 138,3aC 1441aC 4028a
SJ2 menteno 5474cA 1984bcBC 220,8aB 1042aBC 625aC 226,7bc

Média 591,1 A 328,6 B 2220C 117,35 D 879D 269,43

Médias seguidas de mesma letra, maiuscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem entre si pelo
teste de Tukey 5%. AR- André da Rocha; SL- Santa Lucia; BJ- Bom Jardim; LA- Lages; CAM-
Cambara; CA- Capao Alto; SJ- Sdo Joaquim; MC- Muitos Capdes; LV- Lagoa Vermelha.

Em Caxias do Sul o comportamento foi em parte distinto, pois, além das
populagdes Capao Alto (579 Kg.ha‘1) e Muitos Capdes (579 Kg.ha‘1), a populagao
André da Rocha (520 Kg.ha™) foi uma das mais produtivas. Nas demais localidades
nao foram observadas diferencas estatisticas significativas para o rendimento de
biomassa entre as populacoes.

Entre os locais, as plantas cultivadas em Erechim apresentaram os maiores
valores de rendimento de biomassa para todas as populacdes, com exceg¢ao da
populacdo Cambara. Esta populagao apresentou um melhor desempenho em Caxias

do Sul e Sao Francisco de Paula com valores de 331 e 255 Kg.ha™,
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respectivamente. As populagées Bom Jardim da Serra, Lages e Sdo Joaquim néao
mostram diferenga estatistica entre Caxias do Sul, Sdo Francisco de Paula, Pelotas e
Santa Vitéria do Palmar.

As populagdes André da Rocha, Capao Alto e Muitos Capdes cultivadas em
Caxias mostraram-se superiores do que quando cultivadas em Sao Francisco de
Paula, Pelotas e Santa Vitéria do Palmar. Ja a populacdao Santa Lucia teve o mesmo
comportamento em Caxias do Sul e Sao Francisco de Paula, e apresentou os
menores valores quando cultivada em Pelotas e Santa Vitéria do Palmar, porém sem
diferenca estatistica de Sao Francisco de Paula.

A populagdo Sao Joaquim 2 nao apresentou diferenga estatistica quando
cultivada em Caxias do Sul, Pelotas e Sdo Francisco de Paula, sendo apenas esta
localidade superior a Santa Vitéria do Palmar.

Na producdo média das populagdes em todos os locais, destacaram-se como
as mais produtivas André da Rocha, Capao Alto e Muitos Capdes.

Varios autores relatam que o tipo e a fertilidade do solo, diferengas de
temperatura e pluviosidade entre regides de cultivo influenciam na produgao
determinando a adaptabilidade a cada local de cultivo (Alquezar, 2003; Zhang, 2003).

A precipitagao pluviométrica ocorrida logo apés o plantio em dezembro de 2003
em Caxias do Sul e Erechim com chuvas de 287 e 310 mm, respectivamente, e nas
primeiras semanas do més de janeiro (Figura 1) foram determinantes para um
melhor desenvolvimento inicial dos cultivos culminando com uma maior produgao
das plantas. Em Santa Vitoria do Palmar e Pelotas, além de uma menor precipitagao
no periodo, as chuvas foram escassas logo apds o plantio causando uma maior

porcentagem de morte de plantas e um baixo desenvolvimento, mesmo com a
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utilizacao de irrigagao apos o plantio e nos periodos mais criticos de estresse hidrico.

A porcentagem de plantas perdidas em cada localidade é demonstrada na tabela 7.

TABELA 7. Plantas de poejo (Cunila galioides Benth.) perdidas (%) em cada area
experimental, em cada localidade, trinta dias apds o plantio. Janeiro de

2004.
Erechim Caxias do Sul Sao Francisco Pelotas Santa Vitoéria do
de Paula Palmar
25,34 % 27,77 28,81 % 56,0 % 51,38 %

Outro fator a ser considerado, porém nao sendo determinante para a baixa
producao das plantas em Pelotas e Santa Vitéria do Palmar, foram as temperaturas
mais elevadas nestas localidades. Os locais onde as populagbes de poejo
encontram-se naturalmente sdo de média a altas altitudes com temperaturas mais
amenas (Echeverrigaray et al., 2003) e semelhantes as encontradas nas regides de
Erechim, Caxias do Sul e Sdo Francisco de Paula.

Em virtude do déficit hidrico ser a principal causa do mau desempenho das
populagdes em Pelotas e Santa Vitéria do Palmar, s6 €& possivel realizar
comparagdes com relagao aos aspectos edafolégicos nas trés localidades onde as
condigdes climaticas foram mais semelhantes.

Entre estas trés localidades a producdo média foi mais elevada em Erechim.
Entre Caxias do Sul e Sao Francisco de Paula, na maioria dos casos, a producgao foi
estatisticamente idéntica, com excecéo das populagdes André da Rocha, Capao Alto
e Muitos Capdes que cultivadas em Caxias do Sul foram superiores (Tabela 6). No

entanto, na média das populagbdes, as maiores producdes seguiram, de maneira
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geral, a ordem Erechim, Caxias do Sul e Sao Francisco de Paula, sendo os valores
estatisticamente distintos.

Na localidade de Erechim, com a adubacédo de base realizada no experimento
(500 Kg.ha™' de NPK 5:20:10), a fertilidade do solo pode ter ficado mais equilibrada
que a fertilidade do solo das outras duas localidades, ja que, este solo apresentava
altos teores de K e baixos de P, antes da adubacido de base realizada. Também a
relacdo Ca/K neste solo apresentava-se equilibrada (Tabela 4). Esta melhor
adequacgao da fertilidade do solo pode ter proporcionado uma melhor resposta
produtiva da maioria das populacdes. Ainda, esta localidade, comparada com as
demais, apresenta um elevado teor de argila no solo (Tabela 4).

Em contrapartida, o alto teor de P encontrado no solo de Caxias do Sul (28 mg.
L'1), associado a adubacgao de base realizada, idéntica em todos os locais, a qual
adicionou aproximadamente 50 mg . L' de P ao solo, pode ter prejudicado o
desempenho da maioria das populagdes quando comparadas com as produzidas em
Erechim. Varios autores trabalhando com plantas medicinais demonstram a resposta
quadratica de varias espécies a adubagao fosfatada, mostrando queda da produgao
de biomassa em fungdo de doses elevadas deste elemento (Sousa et al., 2001;
Freitas et al., 2004; Rodrigues et al., 2004).

A menor producdo de biomassa média das populacdes foi observada em Sao
Francisco de Paula. Este municipio situa-se em uma regido de ocorréncia natural de
poejo e teoricamente € um local ideal, em termos de solo e clima, para a produgao
desta espécie. Cabe ressaltar que o solo em S&o Francisco de Paula apresenta o

menor teor de K entre todos os solos analisados, sendo também o mais



102

desequilibrado nas relagbes Ca/K e Mg/K devido aos elevados teores de Ca e Mg
(Tabela 4).

Os resultados obtidos sugerem que a fertilidade dos solos em Caxias do Sul e
Sao Francisco de Paula pode nao ser a mais adequada para um melhor desempenho
das populagcbes de poejo. Os teores de P, Ca e Mg encontrados nestas duas
localidades, sa&o bastante superiores aos encontrados nos solos onde estas
populagdes ocorrem naturalmente, que sédo acidos e pobres em relacdo a estes
nutrientes (Echeverrigaray et al., 2003).

Com relagéo ao teor de 6leo essencial foram observadas grandes diferengas
entre as populagdes e quimiotipos, concordando com os resultados obtidos por
Fracaro et al. (2002). Além destas diferengas uma grande variagao entre os locais de

cultivo foi observada (Tabela 8).

TABELA 8. Teor de 6leo essencial (% v/m) das nove populagdes de poejo cultivadas
em cinco regides agroclimaticas do Rio Grande do Sul.

LOCAL
POP QT Erechim Caxias S.F.de Pelotas S.V.do Média
Paula Palmar
AR citral 1,74 1,54 1,35 1,38 1,08 1,41
SL menteno 1,15 1,08 1,23 1,04 1,07 1,11
BJ ocimeno 0,24 0,18 0,24 0,24 0,32 0,24
LA menteno 0,32 0,29 0,37 0,31 0,26 0,31
CAM  ocimeno 0,24 0,09 0,13 0,12 0,08 0,13
CA ocimeno 0,23 0,39 0,32 0,65 0,28 0,37
SJ menteno 0,84 0,72 0,91 0,82 0,46 0,75
MC citral 1,11 1,01 0,85 0,84 0,61 0,88
SJ2 menteno 1,11 0,79 0,81 0,68 0,45 0,76
Média 0,77 0,67 0,69 0,72 0,51

AR- André da Rocha; SL- Santa Lucia; BJ- Bom Jardim; LA- Lages; CAM- Cambara; CA- Capao Alto;
SJ- Sao Joaquim; MC- Muitos Capbes; SJ2- Sdo Joaquim 2.
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As populagdes que apresentaram os maiores teores meédios de Oleo essencial
foram André da Rocha e Santa Lucia, independentemente do local. Por outro lado em
Santa Vitéria do Palmar obteve-se os menores teores médios de 6leo, quando
comparados com as demais localidades.

Algumas populagdes mantiveram o teor de 6leo essencial praticamente estavel
em todos os locais como, por exemplo, as populagdes Lages e Santa Lucia. Outras
populagdes diminuiram o teor de Oleo essencial nas localidades onde foram
observadas também queda na produgado de biomassa. A populacdo André da Rocha
apresentou um maior teor de 6leo em Erechim (1,74%) e o teor mais baixo em Santa
Vitéria do Palmar (1,08 %), que foram os locais de melhor e pior produgdo de
biomassa respectivamente (Tabela 6).

A populacdo Cambara apresentou o maior teor de 6leo essencial (0,24%) em
Erechim, que pode ser considerado um ambiente desfavoravel para a produgao de
biomassa desta populacdo, sendo bastante superior as demais localidades que
apresentaram um teor médio em torno de 0,1 % (Tabela 6).

Neste sentido, Fuente et al. (2003) trabalhando com duas variedades de
coentro, uma delas com a caracteristica de produzir elevados teores de Odleo
essencial e outra com baixa produgdo de Oleo e elevada produgdo de frutos,
cultivadas em dois ambientes, um considerado favoravel (maior fertilidade do solo) e
outro desfavoravel (solo degradado), verificaram diferengas entre elas. A variedade
produtora de 6leo essencial incrementou sua produ¢gdo no ambiente desfavoravel. Os
autores atribuiram ao fato de que plantas que priorizam a produgéo de metabdlicos
secundarios aumentam sua producao sobre condi¢des desfavoraveis, ocorrendo o

inverso em plantas que priorizam a producao de metabdlitos primarios. Entretanto,



104

este fato nao foi observado na populagdo André da Rocha que pode ser considerada
uma populacdo com elevada produgao de 6leo essencial.

O rendimento de dleo essencial estimado (L. ha™') é apresentado na Tabela 9.
Na localidade de Erechim foi onde o poejo obteve as maiores médias de rendimento
de 6leo essencial seguido pelas de Caxias do Sul. As populagdes André da Rocha e
Muitos Capodes, cultivadas em Erechim, apresentaram os melhores rendimentos de
6leo produzindo 13,5 e 10,5 L ha™", respectivamente. Pauletti et al. (2003), cultivando
nove populagdes de poejo em Caxias do Sul e Campestre da Serra no Rio Grande
do Sul, em 2002/2003, também constataram que estas populacbes sdo as mais

produtivas em termos de 6leo essencial.

TABELA 9. Rendimento de 6leo essencial estimado (L. ha™) nas nove populacdes de
poejo (Cunila galioides Benth.) cultivadas em cinco regides do Rio
Grande do Sul, 2003/2004.

LOCAL
POP QT Erechim  Caxias S.F.de Pelotas S.V.do Média
do Sul Paula Palmar

AR citral 13,59a A 8,01aB 345acC 206aDbD 1,33aD 5,69 a
SL menteno 6,29c A 3,18¢cB 2,85ab B 1,03ab C 1,20aC 2,91c
BJ ocimeno 0,78 ef A 0,31eA 0,43cA 0,177b A 0,14 aA 0,36 g
LA Menteno 1,59efA  0,57de AB 0,68 cAB 0,34 b AB 0,16aB 0,67 fg
CAM ocimeno 0,36 fA 0,30e A 0,33cA 0,11bA 0,073aA 0,23g

CA ocimeno 2,25eA 2,00cd AB 0,93 bcBC 1,03 ab AB 0,21aC 1,28 ef
SJ menteno 440dA 1,08 de B 1,62 bc B 1,06 ab B 0,34aB 1,73 de

MC citral 1059bA  584bB  171bcC  1,16abC  086aC  4,03b
SJ2 menteno  6,07cA 156 dBC 1,78bcB  0,70abBC  028aC  2,08d
Média 511 A 2,54 B 1,53 C 0,85D 0,51 D

Médias seguidas de mesma letra, maiuscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem entre si pelo
teste de Tukey 5%. AR- André da Rocha; SL- Santa Lucia; BJ- Bom Jardim; LA- Lages; CAM-
Cambara; CA- Capao Alto; SJ- Sdo Joaquim; MC- Muitos Capdes; SJ2- Sao Joaquim 2.
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5.3.3. Estabilidade e adaptabilidade das populagées de poejo

Nas tabelas 10 e 11 encontram-se as estimativas dos parametros de
estabilidade e adaptabilidade para rendimento de biomassa e Oleo essencial nas
nove populagdes de poegjo.

Segundo Correia da Silva (1995), em cole¢des de genodtipos geralmente se
encontram variados padrdoes de adaptabilidade ao ambiente que se distinguem por
diferentes comportamentos médios e sensibilidade de resposta a variagcdo ambiental.
Considera-se um genotipo teoricamente ideal aquele que apresenta uma resposta
média alta, uma sensibilidade de resposta baixa sob condicbes desfavoraveis e
elevada sob condicdes favoraveis.

Para Eberhart & Russel (1966) citados por Cruz & Regazzi (1997), o gendtipo
ideal é aquele que apresenta alta produgdo média, ampla adaptabilidade (p =1) e alta
estabilidade (5 - nao significativo).

Com relagao a producao de biomassa de poejo as maiores médias foram das
populagdes André da Rocha, Capao Alto e Muitos Capdes (Tabela 10), no entanto,
estas populagbes apresentaram adaptabilidade especifica a ambientes favoraveis
(B>1) e destas trés, apenas a populagao André da Rocha (Figura 3A) e Capéao Alto
apresentaram estabilidade alta (6 -nao significativo).

Santa Lucia (Figura 3B) e S&o Joaquim 2 foram as populagbes que
apresentaram ampla adaptabilidade e alta estabilidade na producdo de biomassa,
porém suas meédias nao foram elevadas, ficando abaixo da média geral das

populagdes.
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TABELA 10. Parametros de estabilidade e adaptabilidade segundo método proposto
por Eberhart e Russel (1966), para rendimento de biomassa (Kg.ha™),
em populagdes de poejo cultivadas em cinco regides agroclimaticas do
RS, 2003/2004.

Populagao Média (m) B (adaptabilidade) § (estabilidade) R
AR 366 a 1,36** 1459 4" 97.39
SL 257 b 0,88" -821,2" 08.98
BJ 159 ¢ 0,52** -319,2" 94.20
LA 211 bc 0,81* 488,8"™ 95.43
CAM 184 be 0,14** 12427 ,1** 8.10
CA 403 a 1,77 -715,2" 99.68
SJ 214 be 0,85™ 4659,7** 87.03
MC 402 a 1,72** 6271,2** 95.60
SJ2 226 bc 0,91 1791,9™ 93.70
Média Geral 269

** significativo a 1% e *significativo a 5% de probabilidade pelo teste t (B) e F (8); ™ nao significativo
Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey 5%. AR- André da Rocha;
SL- Santa Lucia; BJ- Bom Jardim; LA- Lages; CAM- Cambara; CA- Capao Alto; SJ- Sdo Joaquim; MC-
Muitos Capdes; SJ2- Sdo Joaquim 2.

TABELA 11. Parametros de estabilidade e adaptabilidade segundo método proposto
por Eberhart e Russel (1966), para rendimento de oleo essencial
(L.ha™"), em populacdes de poejo cultivadas em cinco regides
agroclimaticas do RS, 2003/2004.

Populagao Média (m) B (adaptabilidade) & (estabilidade) R’
AR 5,69 a 2,75** 0,50** 98,22
SL 291 ¢ 1,12" 0,09™ 96,53
BJ 0,36 g 0,13* -0,10"™ 87,08
LA 0,67 g 0,28* -0,08" 92,49
CAM 0,23 ef 0,05* -0,10™ 60,58
CA 1,28 de 0,39* 0,09™ 77,89
SJ 1,70 ef 0,79* 0,32* 86,84
MC 4,03 b 2,23** 0,54** 97,17
SJ2 2,08 d 1,21* 0,35** 93,41
Média Geral 2,10

** significativo a 1% e *significativo a 5% de probabilidade pelo teste t (B) e F (3); ™ nao significativo
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%. AR- André da Rocha;
SL- Santa Lucia; BJ- Bom Jardim; LA- Lages; CAM- Cambara; CA- Capao Alto; SJ- Sdo Joaquim; MC-
Muitos Capoes; SJ2- Sdo Joaquim 2.
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Para a producao de 6leo essencial as maiores médias foram das populagdes
André da Rocha (Figura 4A) e Muitos Capdes, mas as respostas destes materiais,
quanto aos parametros de adaptabilidade de estabilidade, ndo foram favoraveis. A
populagdo Santa Lucia foi a unica que apresentou ampla adaptabilidade e alta

estabilidade para os dois parametros (Figuras 3B e 4B).
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FIGURA 3. Representagao grafica para adapatbilidade e estabilidade para producéo
de biomassa. (A) Populagdo André da Rocha mostrando adaptabilidade
especifica a ambientes favoraveis. (B) Populagdo Santa Lucia mostrando
ampla adaptabilidade e alta estabilidade.
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FIGURA 4. Representagao grafica para adaptatbilidade e estabilidade para producao
de Oleo essencial. (A). Populagdo André da Rocha mostrando
adaptabilidade especifica a ambientes favoraveis (B) Populagdo Santa
Ldacia mostrando ampla adaptabilidade e alta estabilidade.
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5.3.4. Producgao de poejo no segundo ano de cultivo

Na localidade de Erechim, onde a maioria das populagcbes teve um bom
desenvolvimento, foi realizada uma avaliagdo produtiva no segundo ano de cultivo,
visando avaliar o comportamento das populag¢des apds a primeira colheita.

A precipitagdo pluviométrica acumulada em Erechim durante o periodo apds a
primeira colheita (maio de 2004 a abril de 2005) foi de 1277 mm. Na Figura 5 é
apresentada a precipitacdo mensal onde observa-se o baixo volume de chuvas
ocorrido nos meses de dezembro e fevereiro. Neste ano agricola a precipitagao ficou
bastante abaixo da precipitagdo média anual (1590 mm) e da precipitagdo média no
periodo de dezembro a margo (560 mm) no Estado (Berlato & Carneiro, 2005). A
precipitacdo no periodo do verao foi de 348 mm, sendo praticamente a metade do
ocorrido no ano de 2003/2004, apesar de ser um ano de ocorréncia de El nifio que

caracteriza-se pelo verao chuvoso (Porto, 2005).
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FIGURA 5. Precipitagcao pluviométrica média mensal ocorrida no municipio

de Erechim durante o periodo de maio de 2004 a abril de 2005.
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Na tabela 12 encontra-se o resumo da analise de variancia para rendimento de
biomassa comparando as populagdes nos dois anos de cultivo onde pode-se
observar a presencga de interacao entre ano de cultivo e populacgao.

TABELA 12. Resumo da andlise de varidancia (ANOVA) para rendimento de

biomassa seca das nove populacbes de poejo (Cunila galioides
Benth.) colhidas no primeiro e segundo ano de cultivo, 2004/2005.

Causas da GL RMS (Kg.ha™)

Variagao aMm E
POP 8 1266665,8 19,26**
ANO 1 1975905,5 30,05**

POP * ANO 8 491079,81 7,46**
Erro 36 65750,41
Total 53
CV (%) 32,84

CV-coeficiente de variagado; GL — graus de liberdade; POP — Populagao.

Na Tabela 13 esta a estimativa da produgéo por hectare no primeiro e segundo
anos de cultivo, onde se observa que algumas populagdes apresentaram uma
producado bastante superior no segundo ano.

As trés populagbes que mais se destacaram no segundo ano foram André da
Rocha, que produziu 2388 Kg.ha‘1; Capéao Alto, que produziu 1506 Kg.ha'1, e Santa
Lucia, que produziu 1398 kg.ha™' de biomassa seca, sendo a producdo de 67%, 61%
e 35% superior, de forma significativa, em comparacdo ao primeiro ano,
respectivamente. As demais populacbes nao apresentaram diferencas estatisticas
entre os dois anos, muitas delas mantendo os niveis produtivos. A populagao
Cambara que teve a pior producdo de biomassa no primeiro ano, diminui ainda mais

sua produc¢ao no segundo ano, embora sem diferenga estatistica.
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TABELA 13. Producdo de biomassa (Kg.ha') e éleo essencial (L.ha™) em nove
populagdes de poejo (Cunila galioides Benth.) em dois anos de cultivo,

Erechim-RS.
POP QT 2004 2005
MS Oleo MS Oleo*
AR citral 7811 a B 13,59 2389,88a A 41,56
SL menteno 546,6 ab B 6,29 1398,71 bc A 16,08
BJ ocimeno 325,7ab A 0,78 456,16 de A 1,09
LA menteno 498,2 ab A 1,59 662,00 de A 2,11
CAM ocimeno 148,8 b A 0,36 91,96 e A 0,22
CA ocimeno 978,6 aB 2,25 1506,94 b A 3,46
SJ menteno 538,9ab A 4,40 726,74 cde A 6,10
MC citral 9546 a A 10,59 911,67 bcd A 10,11
SJ2 menteno 547,4 ab A 6,07 528,54 de A 5,86

Médias seguidas de mesma letra, maiuscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem entre si pelo
teste de Tukey 5%; * Estimado no teor de 6leo de 2004. AR- André da Rocha; SL- Santa Lucia; BJ-
Bom Jardim; LA- Lages; CAM- Cambara; CA- Capao Alto; SJ- Sao Joaquim; MC- Muitos Capdes;
SJ2- Sao Joaquim 2.

As populacdes Capao Alto e Muitos Capdes, que foram as mais produtivas no
primeiro ano de cultivo, no segundo ano, apresentam uma resposta distinta. Capao
Alto aumentou significativamente sua producao e Muitos Capdes manteve-se estavel,
indicando que esta populag&o ja no primeiro ano atinge o pico maximo de produgéo.

Alquezar (2003), trabalhando com diferentes espécies aromaticas semiperenes
da familia Lamiaceae, observou que algumas iniciam sua produgao no primeiro ano
enquanto outras apresentam uma produgédo mais significativa a partir do segundo ano
de cultivo.

A maior producao de algumas populag¢des no segundo ano, onde a precipitacéo
pluviométrica foi menor do que a ocorrida no primeiro ano, pode ser explicada pelo

fato da planta encontrar-se ja estabelecida, com um sistema radicial mais vigoroso,

proporcionando uma maior resisténcia ao estresse hidrico.
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5.3.5. Composic¢ao quimica do 6leo essencial

As nove populacdes de poejo utilizadas no estudo sao classificadas, de acordo
com os componentes majoritarios presentes no 6leo essencial, em trés quimiotipos
(QT). As populagdes André da Rocha e Muitos Capdes pertencem ao QT-citral,
Cambara, Capao Alto e Bom Jardim da Serra pertencem ao QT-ocimeno e as
populagdes Santa Lucia, Sdo Joaquim, Sdo Joaquim 2 e Lages ao QT-menteno
(Echeverrigaray et al., 2003; Fracaro et al.,2005).

A concentragdo média dos componentes quimicos das nove populacdes
cultivadas nas cinco localidades do Rio Grande do Sul e o perfil cromatografico do
O0leo essencial de cada populagdao podem ser observados na Tabela 14 e no
apéndice XIX. Foram identificados 26 diferentes compostos quimicos, incluindo
monoterpenos oxigenados e nao oxigenados e sesquiterpenos. Estes resultados
estdo de acordo com os encontrados por Echeverrigaray et al. (2003), trabalhando
com as mesmas populagdes de poejo.

Segundo Bordignon (1997) as diversas espécies do género Cunila, C. incisa, C.
angustifolia, C. menthoides, C. platyphylla, C. fasciculata e C. microcephala,
caracterizam-se pela predominancia de monoterpenos, geralmente apresentando um
componente majoritario.

Por meio da analise quimica do 6leo essencial pdde-se observar que, na
maioria das populagdes, a composicdo quimica manteve-se estavel, com
modificagdes na concentragado de alguns componerntes dependendo da populagéo e
do local de cultivo.

Nas populagbes do QT-ocimeno e em uma populagdo do QT-citral (Muitos

Capdes) observou-se uma menor concentragdo dos monoterpenos trans f-ocimeno e
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neral + geranial (citral), os quais caracterizam estes quimiotipos. Fracaro et al. (2002)
e Echeverrigaray et al. (2003) encontraram valores mais elevados destes compostos,
com aproximadamente 70 % de citral na populagédo Muitos Capdes e valores entre 10
e 46 % de trans B-ocimeno nas populagdes do QT- ocimeno.

Na populacdo Muitos Capdes a concentragdo média de citral foi de 4,76 %
(Tabela 14) sendo observada uma grande variacdo conforme o ambiente. A maior
concentragéo foi observada em Erechim com 8,10% e a menor em Santa Vitéria do
Palmar (1,24%) (Apéndice XVII).

Nas populagdes do QT-ocimeno as concentragdes foram extremamente baixas
em todos os locais, variando de tragos deste composto até um maximo de 2,46%. Na
populagédo Bom Jardim o composto trans p-ocimeno n&o foi detectado (Tabela 14).

Nas populagdes onde ocorreu uma diminuicdo na concentragdo de
monoterpenos, observou-se uma maior concentragado de sesquiterpenos como 6xido
de cariofileno, espatulenol, a-cadinol e ledeno (Tabela 14). Estes compostos néo
foram identificados, ou as quantidades observadas foram insignificantes, nos estudos
de Fracaro et al. (2002) e Echeverrigaray et al. (2003).

Os monoterpenos e sesquiterpenos sao derivados biossinteticamente, via a rota
classica do mevalonato, de um intermediario comum, o isopentenil pirofosfato
(IPP)(C5) (Denis & Turpin, 1992). Atualmente, considera-se que a biossintese e a
acumulagdo de monoterpenos em plantas, principalmente em Lamiaceae, seja
realizada exclusivamente nos plastidios de células secretoras especializadas, por
uma rota independente do mevalonato, a partir do acido piravico (McCaskill &

Croteau, 1995; Eisenreich et al., 1997).
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Rhodes (1994) considera que a competicdo pelo precursor comum dos
terpendides (IPP), realizada por enzimas especificas, monoterpeno ciclases, para a
formagao de monoterpenos, e preniltransferases, para a produgéo de sesquiterpenos,
nao seja o maior fator de controle na produgao de determinados tipos de terpenoides,
devido ao fato destes compostos serem formados por mecanismos distintos.

No entanto, McConkey et al. (2000) mostraram em Mentha piperita que o IPP,
tanto para a produgcdo de mono, quanto sesquiterpenos pode ser sintetizado
exclusivamente dentro do plastidio com subsequente particdo entre a biossintese
plastidial de monoterpenos e a biossintese citoplasmatica de sesquirterpenos. Neste
caso a maior ou menor quantidade de mono ou sesquiterpenos produzida é
provavelmente determinada através da competicdo entre enzimas pelo pool de IPP
plastidial.

Neste sentido, Endt et al. (2002) relatam que a transcricdo de genes que
codificam enzimas especificas para producdo de um determinado metabdlito
secundario parece ser 0 maior mecanismo de controle da rota biossintética sendo a
acgao destes genes dependente de fatores ambientais.

Segundo Harbone (1997) os sesquiterpenos sao a principal classe de
metabolitos secundarios que apresentam inumeras fungdes ecoldgicas de defesa da
planta, sendo a concentragcdo destes compostos, incrementada em fungdo de
estresse ambiental.

O aumento da concentragdo de sesquiterpenos e a diminuicdo de
monoterpenos foram observadas em todos os locais nas populagbes Muitos Capdes
e nas trés representantes do quimiotipo ocimeno. Este aumento pode ser atribuido ao

estresse ambiental ja que houve deficiéncia hidrica em todas as localidades.
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Diferentemente do observado nestas populagdes de poejo, Simon et al. (1992)
costataram que o estresse hidrico alterou a composi¢ao quimica do oleo essencial de
manjericdo (Ocimum basilicum - Lamiaceae) ocorrendo uma dimuicdo na
percentagem de sesquiterpenos. Tal discrepancia pode ser atribuida a uma resposta
distinta ao ambiente de acordo com cada populagéo ou espécie vegetal.

Por outro lado, algumas populagdes mantiveram seu perfil quimico
praticamente inalterado como a populagdo André da Rocha (QT- citral) e todas as
populagdes do QT-menteno. André da Rocha manteve valores de neral e geranial
praticamente constantes, em todos os locais, com média de 31,6 + 0,94% e 46,0 +
0,64%, respectivamente (Tabela 14). Lages (QT- menteno), manteve sua
composi¢cado quimica semelhante em todos os locais com elevados teores de borneol
(29,4 + 1,58) (Tabela 14), que, segundo Echeverrigaray et al. (2003), € uma
caracteristica desta populagdo. Entre as populagdes do QT-menteno, Lages
destacou-se por apresentar o composto canfeno em altas concentragbes (10 + 1,99
%) com pequena variagao entre os locais.

Loziene e Venskutonis (2005) trabalhando com cinco quimiotipos de Thymus
pulegioides (Lamiaceae), baseado na estabilidade da composi¢céo do oleo essencial
frente a mudangas nas condigdes ambientais, observaram que alguns quimiotipos
sao fortemente afetados pelas condicbes ambientais, enquanto outros mantém sua
composi¢cdo quimica estavel. Os autores atribuem este fato a uma interagdo de
fatores genéticos e ambientais.

O limoneno também foi um componente quimico encontrado em praticamente

todas as populagcbes, em distintas concentragcbes, sendo mais elevado nas
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populagbes do QT-menteno. Nas populagdes Sdo Joaquim e Sao Joaquim 2
(Apéndices XVI e XVIIl), em particular, observou-se uma queda acentuada na
concentracdo deste composto, quando cultivadas em Pelotas e Santa Vitéria do
Palmar, locais nos quais as plantas sofreram maior estresse hidrico.

Shahi et al. (1999), cultivando Mentha piperita (Lamiaceae) em diferentes
regides da india, observaram uma redugdo na concentracéo de limoneno em baixas
altitudes e maiores fotoperiodos considerando este composto quimico como sendo
fortemente influenciado pelas condi¢des ambientais. Pelotas e Santa Vitéria do
Palmar, além de baixa altitude, apresentam um maior fotoperiodo, quando
comparadas com Caxias do Sul, Sdo Francisco de Paula e Erechim.

No estudo realizado no capitulo Il, onde as plantas foram submentidas a
modificagdes na concentragcdo de alguns nutrientes pela calagem, ocorreram
alteragdes na concentragdao de alguns componentes quimicos, diminuindo os teores
de citral e Ilimoneno nas populagdes André da Rocha e Santa Lducia,
respectivamente. Os compostos quimicos analisados na populagdo Bom Jardim da
Serra, ndo sofreram modificagbes com a calagem. Ja, o estresse por aluminio
(capitulo 1ll), ndo alterou a concentracdo dos compostos quimicos, dos oleos
essenciais analisados, nas mesmas populagcbes. Estes fatos demostram que a
modificagdo na composi¢do quimica do 6leo essencial de poejo, além do tipo de
estresse, depende da populagdo ou quimiotipo utilizado, decorrendo de uma
interacdo entre fatores genéticos e ambientais, como observado por Loziene e

Venskutonis (2005).
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TABELA 14. Concentragédo (média+ DP) dos componentes quimicos identificados em nove populagdes de poejo (Cunila galioides
Benth.) cultivadas em cinco regides agroecoldgicas no Rio Grande do Sul, 2003/2004.

N° Composto Quimico TR AR MC BJ CA CAM LA SL SJ SJ2

1 a- pineno 5,39 0,11£0,02 1,05+0,73 - 1,47+0,66 1,59+0,43 4,76+1,00 0,6010,22 0,31+0,15 2,2940,08
2 Canfeno 7,16 - - - 1,37+0,00 2,84+2,16 10,3+1,99 - - -

3 B-pineno 9,28 0,36%0,05 0,97+0,50 - 1,51+1,00 0,45+0,14 1,9240,38 0,48+0,16 0,68+0,06 0,48+0,12
4 Sabineno 10,16 0,19+0,02 1,2040,51 - 2,56+1,88 1,12+0,33 0,96+0,19 0,3440,11 0,6010,06 0,44+0,13
5 Mirceno 12,85  0,10+0,05 0,61+0,37 - 0,28+0,08 0,81+0,38 0,40+0,11 0,46%0,18 0,48+0,06 0,4010,16
6 Limoneno 14,35  0,1940,06 3,57£1,50 - 1,53+0,97 0,57+0,49 5,47+0,63 14,0+4,44 13,7£8,98 9,85+8,18
7 1,8 cineol 14,57  0,24+0,02 5,26+3,24 - - - - - - -

8 y -terpineno 17,38  0,2540,11 1,65+0,70 - 0,56+0,14 4,39+5,54 0,06+0,0 0,81+0,38 0,60+0,19 -

9 Trans - ocimeno 18,06  0,08+0,03 1,69+1,01 - 0,52+0,57 1,63+0,90 0,44+0,12 0,55%0,20 0,07£0,06 -

10 p-cimeno 18,64 - - - 0,63£0,12 0,55+0,20 0,31£0,08 0,12£0,02 - -

1 Octen-3-ol 23,45 0,1640,07 0,31£0,15 0,48+0,37 1,87+0,76 1,57£0,90 0,07+0,01 0,42+0,28 0,47£0,20 -

12 Linalol 26,60 1,86+0,27 1,98+0,80 0,59+0,31 1,94+0,68 1,70+0,83 2,73+£0,53 1,60+0,46 1,27+0,42 1,24+0,37
13 Trans -2,8- mentadieno 31,79 - - - - 2424211 1,524027  1,29+0,41  1,89+0,75  2,69+1,21
14 1,3,8 —mentatrieno 33,41 - - - - 0,92+1,05 3,97+0,23 18,1£2,76 16,8%3,44 17,4+2,63
15 Neral 35,36  31,640,94 1,77£1,15 - - - - - - -

16 Borneol 35,92  1,0240,15  4,03+0,66  0,69+0,48  11,947,21 - 29.4+1,58  15842,47  15,1+2,99 1524222
17 Geranial 37,25 46,040,064 2,99+1,74 - 0,31+0,14 - 0,79+0,37 3,09£1,36 4,57+1,12 6,63£1,79
18 1,5,8 - mentatrieno 37,97 - - - - 2,76x0,62 9,42+1,41 26,316,377 16,9+£2,28 19,7£2,71

19  Acetato de geranila 38,17  4,77+1,21 0,67+0,25 - - - - - - -
20 Oxido de cariofileno 45,11 3,16%0,56 17,2+4,22 12,6£2,86 36,4+2,44 8,70£5,68 1,1010,77 0,6610,57 2,8342,33 1,61£1,53

21 NI 47,70 - - - - 10,942,73 - - - -
22 Viridiflorol 48,17 - - - 10,7+1,45 2,89+0,93 1,74+0,60 - 2,63+0,94 2,40+0,48
23 Ledeno 48,45 - - 67,843,02 - - - - - -
24 Aromadendreno 48,52 - - - - - 1,11+£0,29 - 1,72+0,62 1,82+0,37
25 Espatulenol 49,72  0,1940,06 16,6+4,77 6,03%1,36 3,08+1,00 1,4840,55 0,16+0,08 0,79+0,39 1,25+0,79 0,85+0,32
26 o-cadinaol 51,17 - - - 2,93+0,44  29,146,31 - - - -
Monoterpenos 86,7 25,87 2,0 23,68 16,44 72,54 84,1 72,75 74,17
Sesquiterpenos 3,36 33,93 86,58 51,98 52,54 4,12 1,45 8,43 6,68
Total 90,06 59,80 88,58 75,66 68,98 76,66 85,59 81,18 80,85

TR — tempo de retencéo; AR- André da Rocha, SL- Santa Lucia, BJ- Bom Jardim, CA- Capéao Alto, MC- Muitos Capdes, LA- Lages, CAM- Cambara, SJ- Sdo
Joaquim, SJ2- S&o Joaquim 2.
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5.4. CONCLUSOES

- Ocorrem diferengas quantitativas entre as populagdes de poejo de acordo com
a localidade e o ano de cultivo;

- A melhor localidade para a produgcdo da maioria das populagbes de poejo &
Erechim; no entanto, a populacdo Cambara nao produz satisfatoriamente
neste local, indicando interagdo gendtipo x ambiente;

- As populagdes de poejo apresentam teores de Oleo essencial distintos de
acordo com o ambiente de cultivo. Algumas populagdes apresentam teores
estaveis em todos os locais, outras diminuem os teores de 6leo em ambientes
considerados ruins para produg¢ao de biomassa, enquanto outras aumentam o
teor nestas condicgoes;

- A populacdo Santa Lucia apresenta ampla estabilidade e maior
adaptabilidade aos ambientes para producdo de biomassa e 6leo essencial,
porém suas medias ndo sao satisfatérias. A populacdo André da Rocha
apresenta a maior média de producgao de 6leo essencial, sendo favorecida em
ambientes favoraveis;

- Observa-se no oOleo essencial de algumas populagdes, em todos os locais,
uma maior concentracdo de sesquiterpenos com relacdo aos monoterpenos,

sendo atribuido ao estresse ambiental.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os experimentos realizados neste trabalho, de modo geral, visaram levantar
subsidios para o entendimento dos processos de producdo de metabdlitos
secundarios em plantas aromaticas e medicinais, principalmente na questao
relacionada aos 6leos essenciais. De modo especifico, buscou-se gerar subsidios
tecnolégicos para a produgdo de uma espécie nativa da regido sul do Brasil, o poejo
(Cunila galioides Benth.). A espécie escolhida apresenta grandes potencialidades de
utilizacdo como fornecedora de Oleos essenciais de qualidade, ja que, estudos
realizados por diversos autores constataram a presenca de compostos quimicos de
interesse para a industria essenceira.

Esta espécie tem ocorréncia natural em ambientes bastante especificos e
normalmente sujeitos a acdo constante do homem como, por exemplo, 0os campos
utilizados na pecuaria, onde os estudos de propagacéo da espécie foram importantes
também no que diz respeito a aspectos conservacionistas.

Partindo da hipdétese de que distintos ambientes de cultivo e tecnologias de
producdo adotadas influenciam a producdo de forma quantitativa, bem como as
propriedades quimicas, as quais conferem a qualidade do produto final, os trabalhos
realizados permitiram concluir que:

- O poejo é uma planta de facil propagacédo podendo ser escolhida a forma,

sexuada ou assexuada, de acordo com a finalidade;
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- A espécie desenvolve-se bem em ambientes de cultivo semelhantes aos
encontrados em seu habitat natural, mostrando-se resistente a elevados
teores de aluminio no solo, e a composi¢cao quimica do oleo essencial ndo é
afetada por este elemento;

- A resisténcia do poejo ao aluminio pode estar relacionada com a produgao de
flavondides, o qual foi constatado em quantidades apreciaveis nas populacoes
testadas;

- A utilizacdo de doses elevadas de calcario promove modificagbes na
fertilidade do solo reduzindo a produgao de biomassa, o teor e a concentragao
de citral e limoneno no O6leo essencial. Entretanto, observa-se efeito de
interacado e uma resposta distinta de acordo a populagao avaliada;

- A produgao quantitativa € mais afetada pelas condi¢gdes ambientais, do que a
composi¢cao quimica do 6leo essencial. No entanto, ocorrem modificagdes
qualitativas importantes, dependendo da populagao ou quimiotipo pesquisado;

- O melhor ambiente para a producdo de biomassa e 6leo essencial, para a
maioria das populagbes de poejo é inadequado para uma populagéo
especifica, mostrando a ocorréncia de uma forte interacdo gendtipo x
ambiente;

- Constatou-se, no 6leo essencial, uma maior concentragdo de sesquiterpenos,
em relagcdo aos monoterpenos, em algumas populagdes cultivadas em
condi¢cbes de campo, em todas as localidades. A maior concentragao destes
compostos pode ser atribuida a uma resposta ao estresse ambiental

provocado pela deficiéncia hidrica.
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7. APENDICES

APENDICE |. Estaca de poejo (Cunila galioides Benth.) enraizada apés 45 dias da
estaquia.
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APENDICE Il. Caixa plastica utilizada como leito de enraizamento para a propagacéo
de poejo (Cunila galioides Benth.).

APENDICE Ill. Germinagao de poejo (Cunila galioides Benth.) em caixas gerbox, sob
papel mata-borrao, 21 dias apdés a semeadura. Sementes tratadas com
250 mg . L™ de acido giberélico.
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APENDICE IV. Vista geral do experimento com diferentes niveis de calagem aplicada
ao substrato, apds o transplante das mudas. Caxias do Sul, setembro
de 2003.

APENDICE V. Vista geral do experimento com diferentes niveis de calagem aplicada
ao substrato, no momento da primeira colheita. Caxias do Sul,
dezembro de 2003.
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APENDICE VI. Vista geral do sistema hidropénico utilizado para o cultivo de poejo
(Cunila galioides Benth.) com distintas concentragdes de aluminio
na solucao nutritiva. Caxias do Sul, 2003.

APENDICE VII. Populagdo Bom Jardim da Serra (A) e populacdo André da Rocha
(B) no final do experimento hidropdonico com distintas concentragcbes de
aluminio na solugao nutritiva. Caxias do Sul, 2003.
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APENDICE VIII. Vista geral do experimento & campo, na localidade de S&o Francisco
de Paula — RS, no momento do plantio, dezembro de 2003.

APENDICE IX. Colheita do experimento na localidade de Erechim-RS, abril de 2004.
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APENDICE X. Composicdo quimica do 6leo essencial da populacdo André da Rocha
cultivada em cinco regides do Rio Grande do Sul, 2003/2004.

Composto quimico  Erechim  Caxias do Séao Pelotas Santa
Sul Francisco Vitoria
o~ pineno 0.09 0.29 0.25 0.35 0.26
B-pineno t 0.35 0.31 0.42 0.34
Sabineno t 0.18 0.17 0.22 0.17
Mirceno t 0.08 0.08 0.17 0.07
Limoneno 0.13 0.21 0.16 0.28 0.16
1,8 cineol 0.25 0.24 0.21 0.25 0.27
y- terpineno t 0.19 0.24 0.41 0.17
Trans f3- ocimeno 0.06 0.08 t t 0.11
Octen-3-ol 0.11 0.25 0.14 0.09 0.20
Linalol 2.012 1.68 2.27 1.65 1.69
Neral 30.60 31.31 31.95 33.04 31.12
Borneol 1.08 1.00 0.78 1.02 1.20
Geranial 46.49 45.54 46.84 45.37 45.69
Acetato de geranila 5.35 3.52 6.59 4.25 4.15
Oxido de cariofileno 3.68 3.60 2.41 2.75 3.37
Espatulenol 0.16 0.20 0.16 0.29 0.16

APENDICE XI. Composicdo quimica do 6leo essencial da populacdo Bom Jardim da
serra cultivada em cinco regides do Rio Grande do Sul, 2003/2004.

Composto Erechim Caxias do Sao Pelotas Santa
quimico Sul Francisco Vitoria
Octen-3-ol 0.28 0.25 0.91 t t

Linalol 0.94 0.32 0.52 t t

Borneol 2.12 1.24 2.11 1.32 t
Oxido de cariofileno 15.05 14.10 12.19 14.05 7.88
Ledeno 64.48 68.13 71.91 65.42 69.52
Espatulenol 6.73 6.29 7.64 5.49 4.02
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APENDICE Xll. Composicdo quimica do 6leo essencial da populagdo Santa Lucia
cultivada em cinco regides do Rio Grande do Sul, 2003/2004.

Composto quimico  Erechim  Caxias do Sao Pelotas Santa
Sul Francisco Vitoria

a-pineno 0.67 0.27 0.64 0.89 0.55
B-pineno 0.59 0.23 0.49 0.67 0.43
Sabineno 0.38 0.17 0.35 0.50 0.31
Mirceno 0.75 0.23 0.48 0.46 0.42
Limoneno 19.47 7.51 15.16 15.98 12.09
g-terpineno 0.85 0.59 1.45 0.44 0.74
Trans 3 ocimeno 0.40 0.35 0.53 0.88 0.61
p-cimeno 0.14 t 0.10 t t
Octen-3-ol 0.18 0.43 0.23 0.91 0.39
Linalol 2.22 1.58 1.90 1.11 1.21
Trans - 2,8- mentadieno 1.55 1.71 1.14 0.65 1.43
1,3,8 —mentatrieno 13.81 21.17 17.51 18.58 19.56
Borneol 12.16 18.55 15.29 15.54 17.66
Geranial 2.80 3.85 0.98 4.60 3.23
1,5,8 - mentatrieno 33.60 26.56 30.34 16.80 24.69
Oxido de cariofileno 0.22 0.67 0.23 1.63 0.55
Espatulenol 0.36 1.01 0.48 1.34 0.79

APENDICE XIIl. Composicdo quimica do 6leo essencial da populagdo Lages
cultivada em cinco regides do Rio Grande do Sul, 2003/2004.

Composto quimico Erechim  Caxias do Sao Pelotas Santa
Sul Francisco Vitoria

o~ pineno 5.32 5.64 5.48 3.92 3.44
Canfeno 11.82 11.94 11.66 8.68 7.76
B-pineno 2.20 2.23 2.16 1.60 1.41
Sabineno 1.03 1.07 1.18 0.81 0.72
Mirceno 0.51 0.50 0.45 0.32 0.26
Limoneno 6.22 6.05 5.20 5.11 4.77
o -terpineno 0.07 0.07 0.06 t t
Trans B- ocimeno 0.25 0.40 0.55 0.55 0.49
p-cimeno 0.39 0.32 0.23 t t
Octen-3-ol 0.05 0.06 0.08 0.10 0.08
Linalol 3.10 2.94 3.28 2.21 2.12
Trans - 2,8- mentadieno 1.57 1.94 1.58 1.30 1.24
1,3,8 —mentatrieno 3.85 4.32 3.81 412 3.78
Borneol 30.21 28.92 30.14 26.95 31.00
Geranial 0.52 0.88 0.43 0.78 1.38
1,5,8 - mentatrieno 11.31 10.04 9.75 7.87 8.16
Oxido de cariofileno 0.22 0.30 1.5 1.72 1.78
Viridiflorol 1.09 1.23 1.80 2.02 2.57
Aromadendreno 0.86 0.89 0.98 1.38 1.48

Espatulenol 0.06 0.09 0.18 0.25 0.24
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APENDICE XIV. Composicdo quimica do 6leo essencial da populacdo Cambara
cultivada em cinco regides do Rio Grande do Sul, 2003/2004.

Composto quimico Erechim  Caxias do Séao Pelotas Santa
Sul Francisco Vitéria
o~ pineno t 1.09 1.83 1.85 t
a- tujeno t 1.07 2.21 5.25 t
B-pineno t 0.29 0.53 0.54 t
Sabineno t 0.74 1.35 1.27 t
Mirceno t 0.41 1.17 0.84 t
Limoneno t 0.49 1.09 0.12 t
y-terpineno t 0.82 10.77 1.59 t
Trans B- ocimeno t 2.46 1.75 0.67 t
p-cimeno t 0.44 0.78 0.44 t
Octen-3-ol t 2.42 0.62 1.67 t
Linalol 1.24 2.30 2.04 2.46 0.47
Trans - 2,8- mentadieno 3.90 0.67 4.56 0.53 t
1,3,8 —mentatrieno 0.50 0.21 0.48 2.47 t
1,5,8 - mentatrieno 2.60 2.02 3.36 3.45 2.37
Oxido de cariofileno 11.80 11.08 3.92 1.62 15.07
Viridiflorol 2.72 3.01 1.78 t 4.03
NI 12.33 12.25 7.74 8.38 14.00
Espatulenol 2.13 1.88 1.01 0.84 1.55
a-cadinol 35.44 27.89 21.64 24.85 35.74

APENDICE XV. Composicdo quimica do 6leo essencial da populacdo Capdo Alto
cultivada em cinco regides do Rio Grande do Sul, 2003/2004.

Composto Erechim Caxias do Sao Pelotas Santa
quimico Sul Francisco Vitoria
o~ pineno 1.99 0.73 t t 1.68
Canfeno t t t t 1.37
B-pineno 1.75 0.64 0.93 3.14 1.11
Sabineno 5.70 2.24 1.22 1.03 2.62
Mirceno 0.33 0.23 0.19 t 0.35
Limoneno 0.99 0.60 2.80 t 1.74
y-terpineno 0.71 0.44 t t 0.54
Trans b ocimeno 0.16 1.17 t t 0.22
p-cimeno 0.68 t 0.49 t 0.72
Octen-3-ol 1.80 1.27 2.66 2.61 1.00
Linalol 1.43 1.87 2.81 2.41 1.16
Borneol 7.84 8.31 19.48 19.94 4.40
Geranial 0.22 0.23 t t 0.47
Oxido de cariofileno 37.41 39.83 33.58 36.49 34.67
Viridiflorol 9.94 11.72 9.61 9.62 12.82
Espatulenol 3.29 3.78 212 1.98 4.24

a~cadinol 2.72 3.44 t t 2.63
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APENDICE XVI. Composicéo quimica do 6leo essencial da populacdo Sdo Joaquim
cultivada em cinco regides do Rio Grande do Sul, 2003/2004.

Composto quimico Erechim  Caxias Sao Pelotas Santa
do Sul Francisco Vitéria

o- pineno 0.36 0.44 0.44 0.08 0.24
B-pineno 0.62 0.71 0.72 t t

Sabineno 0.53 0.61 0.65 t t

Mirceno 0.47 0.54 0.42 t t

Limoneno 16.18 21.01 22.77 2.69 6.00
y-terpineno 0.61 0.70 0.33 0.76 t

Trans -B-ocimeno 0.11 0.03 t t t

Octen-3-ol 0.60 0.76 0.37 0.37 0.26
Linalol 1.79 1.16 1.48 1.29 0.65
Trans - 2,8- mentadieno 2.35 1.5 2.16 0.79 2.66
1,3,8 —mentatrieno 14.95 20.32 14.24 13.92 20.88
Borneol 12.90 17.31 12.38 13.87 19.24
Geranial 3.18 4.19 5.02 6.20 4.25
1,5,8 - mentatrieno 18.28 13.71 19.56 17.43 15.70
Oxido de cariofileno 6.01 0.48 0.89 4.29 2.49
Viridiflorol 2.12 1.76 2.05 3.21 4.00
Aromadendreno 1.18 1.26 1.36 2.30 2.48
Espatulenol 2.45 0.42 0.67 1.28 1.43

APENDICE XVII. Composicdo quimica do 6leo essencial da populacdo Muitos
Capdes cultivada em cinco regides do Rio Grande do Sul, 2003/2004.

Composto Erechim Caxias do Sao Pelotas™ Santa
quimico Sul Francisco Vitéria

o- pineno 0.86 0.43 1.86 - t
B-pineno 0.92 0.50 1.50 - t
Sabineno 1.09 0.75 1.75 - t
Mirceno 0.85 0.79 0.18 - t
Limoneno 4.41 3.22 5.03 - 1.62
1,8 cineol 5.76 3.52 9.59 - 2.18
y -terpineno 1.15 214 t - t
Trans b ocimeno 1.74 1.19 3.07 - 0.75
Octen-3-ol 0.21 0.48 0.25 - t
Linalol 2.58 1.96 2.52 - 0.85
Neral 3.17 2.01 1.46 - 0.42
Borneol 4.68 4.36 3.90 - 3.17
Geranial 4.93 3.66 2.53 - 0.82
Acetato de geranila 0.70 0.49 0.46 - 1.01
Oxido de cariofileno 18.23 11.77 17.11 - 21.98
Espatulenol 14.12 15.59 13.26 - 23.66

*Amostra perdida
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APENDICE XVIII. Composicdo quimica do 6leo essencial da populacdo S&o Joaquim
2 cultivada em cinco regides do Rio Grande do Sul, 2003/2004.

Composto quimico  Erechim  Caxias do Sao Pelotas Santa
Sul Francisco Vitéria
o~ pineno 0.32 0.22 0.23 t 0.39
B-pineno 0.54 0.37 0.40 t 0.62
Sabineno 0.49 0.32 0.35 t 0.59
Mirceno 0.46 0.31 0.24 t 0.60
Limoneno 18.38 13.97 14.71 0.47 1.70
Linalol 1.38 1.35 1.58 1.28 0.61
Trans - 2,8- mentadieno 3.06 1.97 2.69 1.28 4.47
1,3,8 —mentatrieno 16.85 20.98 13.73 17.20 18.42
Borneol 14.45 18.54 12.44 15.85 15.01
Geranial 4.57 5.38 8.44 8.51 6.23
1,5,8 - mentatrieno 22.36 15.22 20.57 20.95 9.78
Oxido de cariofileno 0.73 0.89 1.77 4.21 0.45
Viridiflorol 1.67 2.19 2.52 2.80 2.80
Aromadendreno 1.24 213 1.64 2.06 2.01
Espatulenol 0.78 0.72 1.17 1.17 0.43

APENDICE XIX. Perfis cromatograficos caracteristicos do 6leo essencial de nove
populacdes de poejo (Cunila galioides Benth.) cultivdas no Rio
Grande do Sul, 2003/2004.

FID1 A, (GABRIELMBAR. D)
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A — Populacado André da Rocha cultivada em Caxias do Sul.
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C- Populagao Bom Jardim da Serra cultivada em Erechim.
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D- Populacao Capéo Alto cultivada em Santa Vitéria do Palmar.
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E- Populagdo Cambara cultivada em Caxias do Sul.
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F- Populacao Lages cultivada em Caxias do Sul.
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G- Populagao Santa Lucia cultivada em Erechim.



136

FID7 A, (GABRIEL\SADFS) D)
pA d
180
i
g
180 P
ES
140 F
g #
S
120 4 =
100
a0 - o
o
g
80 - =8 - a
g Ha b 2 =
I @ o B o o
40 1 < el = a7
o Lﬂ'—! o £ % E o
s @ =
& 2 = 5
2o LT L PRSI "t
Q T T T T T T
] 10 20 a0 a0 50 &0 mi

H- Populacdo S&do Joaquim 1 cultivada em Sao Francisco de Paula.
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| - Populagao Sao Joaquim 2 cultivada em Pelotas.



