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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a influéncia de diferentes substratos e concentracdes de
auxina na estaquia e de outros biorreguladores vegetais sobre crescimento de plantas,
produgdo e composi¢do quimica do 6leo essencial de Lippia origanoides Kunth. Estacas
foram submetidas a solu¢des de 4cido indolbutirico (AIB) nas concentragdes de 0, 62,5,
125, 250 e 500 mg L' e cultivadas em vermiculita expandida, Biomix® e vermiculita
expandida + Biomix® (1:1). Avaliou-se porcentagem de enraizamento e de sobrevivéncia,
comprimento de caule e maior raiz, nimero de folhas, massa da matéria seca folhas, caule,
raiz e total. Além disto, plantas adultas receberam trés pulverizagdes foliares com acido
giberélico, 6-benzilaminopurina, acido acetilsalicilico, 4cido jasménico, Stimulate” e 4gua
destilada, avaliando-se, em trés épocas, altura, comprimento da maior raiz, area foliar,
massa da matéria seca de folhas, ramos, raizes, inflorescéncias e total, e rendimento, teor ¢
composi¢ao do oleo. Calculou-se taxa de crescimento relativo, taxa assimilatoria liquida,
razao de peso foliar e area foliar especifica. Verificou-se que Lippia origanoides apresenta
facil enraizamento, e que o uso de 278 mg de AIB L™ de solucdo e cultivo em vermiculita
+ Biomix® (1:1) é mais eficiente para sua propagagdo. Biorreguladores vegetaias
estimulam crescimento de L. origanoides, nas condi¢des do experimento, em periodos
prolongados. A aplicacdo dos biorreguladores, principalmente de acido jasmonico e
Stimulate®, eleva o teor de 6leo essencial, cujos componentes majoritarios sdo carvacrol,
y-terpineno, p-cimeno, (E)-cariofileno, biciclogermacreno e timol. A concentragdo destes
compostos em plantas de L. origanoides varia com o tempo e os biorreguladpres, com

excecao de biciclogermacreno.

Palavras-chave: Planta medicinal. Alecrim-de-tabuleiro. Propagacdo vegetativa. Cultivo.

Metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the influence of substrate and application of exogenous auxin
on cuttings and the effect of plant bioregulators on growth, production and chemical
composition of essential oil of Lippia origanoides Kunth. Cuttings were treated with
indolebutyric acid (IBA) at concentrations of 0, 62,5, 125, 250 and 500 mg L' and
cultivated on expanded vermiculite, Biomix® and expanded vermiculite + Biomix® (1:1).
We evaluated the percentage of rooting and survival, stem and the largest root length, leaf
number, leaves, stem, root and total dry mass. Moreover, aldult plants were sprayed with
gibberellic acid, 6-benzylaminopurine, acetylsalicylic acid, jasmonic acid, Stimulate®™, we
evaluated at three different times height, roots length, leaf area, leaves, twigs, roots,
inflorescences and total dry matter, and yield, content and composition of essential oil. We
calculated relative growth rate, net assimilation rate, leaf weight ratio and specific leaf
area. It was found that Lippia origanoides has easy rooting and the use of 278 mg L' of
IBA and cultivation on Biomix® + vermiculite (1:1) is more efficient for its propagation.
Bioregulators stimulate growth of L. origanoides in the experimental conditions for
extended periods. The application of bioregulators, mainly jasmonic acid and Stimulate®™
elevates the content of essential oil, whose major components are carvacrol, y-terpinene, p-
cymene, (E)-caryophyllene, bicyclogermacrene and thymol. The concentration of these
compounds in plants L. origanoides varies with time and bioregulators, except

bicyclogermacrene.

Key-words: Medicinal plant. Alecrim-de-tabuleiro. Vegetative propagation. Growth.

Secondary metabolites.
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INTRODUCAO GERAL

1. Recursos genéticos vegetais do semiarido brasileiro

O semidrido brasileiro trata-se de uma area do territorio nacional que apresenta solo
raso e clima quente e seco, caracterizado pela irregularidade na frequéncia de chuvas,
apresentando variacdo de 400 a 800 mm anuais e longos periodos de estiagem (BRASIL,
2009). Extende-se por cerca de 955.000 km?, equivalendo & metade da area da regido
Nordeste e 10% do territério brasileiro (GIULIETTI et al., 2006).

O “Sertdao”, como ¢ popularmente chamado, abrange uma 4area com cobertura
vegetacional de caatinga, cerrado, florestas (estacionais e serranas), campos rupestres e
brejos (GIULIETTI et al., 2006). Todavia, o semiarido ¢ basicamente representado pela
vegetacdo da caatinga, visto que este bioma encontra-se inteiramente distribuido nesta
regido e que ocupa quase toda a sua area (RODAL & SAMPAIO, 2002; GIULIETTI et al.,
2006; BRASIL, 2007).

Mutias espécies nativas deste clima brasileiro apresentam uso na medicina popular,
sendo esta utilizagdo de plantas medicinais, muitas vezes, a Unica alternativa acessivel no
tratamento de doencas, tendo em vista que a maioria das comunidades desta regido ¢ de
baixa renda e ndo ¢ assistida por programas publicos de atencdo medicofarmacéutica
(SAMPAIO, 2002). A diversidade de plantas medicinais existentes no semiarido, descrita
em levantamentos etnofarmacologicos regionais, revela grande riqueza de espécies
utilizadas popularmente para os mais diversos fins (MATOS, 1998; JUNIOR et al., 2005;
AGRA et al., 2007a; AGRA et al., 2007b).

Em levantamento de plantas medicinais nativas do bioma caatinga, realizado no
municipio de Laginhas no Estado do Rio Grande do Norte, Roque et al. (2010)
catalogaram 62 espécies pertencentes a 55 géneros e 33 familias, com uso popular no
tratamento de enfermidades, incluindo doengas das vias respiratérias, como gripes e
sinusites, verminose, dor de dente, problemas renais, tumor, inflamagao, fratura, gastrite e
até mesmo picada de cobra.

As 70 espécies vegetais comercializadas e consumidas para fins etnomedicinais
identificadas por Agra et al. (2007a) em feiras livres do Cariri Paraibano representam 59
géneros distribuidos em 32 familias. Um total de 64 diferentes indicagdes de tratamento foi
computado para estas plantas, cuja maior parte ¢ composta por espécies nativas.

Um estudo incluindo espécies consumidas como medicinais em toda a regido

Nordeste do Brasil, revelou a utilizagdo de varias plantas nativas no tratamento de diversos



2

problemas de saude que abrangem desde leucemia, tuberculose e doengas venéreas a
diarreias e feridas externas (AGRA et al., 2007b).

Esta cultura popular de utilizagdo de plantas para tratamento de doengas, mostrada
neste tipo de levantamento, ¢ bastante difundida nos paises em desenvolvimento, como o
Brasil. Nestes locais, os cuidados basicos com saude sdo tomados através de praticas
tradicionais por 80% da populacdo, sendo que 85% dessas praticas consistem na utilizagdo
de plantas medicinais (BRASIL, 2006). Considerando que a maioria destas espécies ¢
consumida de maneira extrativista no semidrido brasileiro, suas populacdes naturais
encontram-se em declinio, tornando-se cada vez mais escassas, sendo esta uma realidade
constatada pela propria populacao que pratica esse consumo (ROQUE et al., 2010).

Considerando todo potencial medicinal e econdmico, bem como a importancia de
se conservar as populagdes naturais, ¢ grande a demanda por trabalhos cientificos que
identifiquem os principios ativos e confirmem as propriedades terapéuticas das plantas
medicinais consumidas no semidrido, em paralelo a pesquisas que esclarecam e

estabelegam as praticas agronomicas adequadas que possibilitem o cultivo destas espécies.

2. O género Lippia L.

O género Lippia L., pertencente a familia Verbenaceae, ¢ composto por 200
espécies de ervas, arbustos e pequenas arvores distribuidos principalmente na América do
Sul e Central e Africa tropical (JUDD et al., 2007). Destas espécies, 35 sdo encontradas no
semidrido brasileiro (GIULIETTI et al., 2006). Muitas de suas espécies apresentam
extenso uso popular, como plantas medicinais e condimentares, ¢ possuem metabdlitos
secundarios com ampla ac¢ao biologica (PASCUAL et al., 2001b).

Segundo Rodrigues & Carvalho (2001) as folhas e flores de Lippia lupulina Cham.
sdo usadas como gargarejo para tratar infeccdo na boca e garganta. J& a decocgdo ou
maceracdo em alcool de folhas de Lippia alnifolia Mart. & Schauer e Lippia gracilis
Schauer tem uso como antisséptico topico para dermatites e seborreia € também como
antisséptico bucal (AGRA et al., 2007b).

Em levantamento bibliografico feito por Pascual et al. (2001b) com estudos
envolvendo o uso tradicional, composicdo bioquimica e atividade farmacoldgica de
espécies do género Lippia, um total de 52 espécies oriundas das porgdes tropicais da
América do Sul e Central e da Africa foi listado. Os principais usos observados nestes
locais referem-se a tratamentos de doengas respiratorias e gastrointestinais € como

tempero, sendo as folhas, as flores ou parte aérea total as principais partes das plantas



utilizadas.

Geralmente a forma de uso ¢ decoc¢ao ou infusdo e a administragdo via oral. Oito
espécies sao mais utilizadas nos casos de problemas respiratorios e nove em disturbios
gastrointestinais, incluindo L. origanoides e seu sinonimo Lippia microphylla. Doencas
hepaticas, cutdneas, dores na vesicula, ferimentos, queimagdo, ulceras, gonorreia,
hipertensao arterial, colica menstrual, dores, inflamagdo, febre e malaria também
apresentam tratamento popular a base de plantas deste género. Cinco sdo comumente
consumidas como condimento (PASCUAL et al., 2001Db).

A decocg¢do ou maceracdo em alcool das folhas de Lippia microphylla Cham.
também apresentou uso contra doencgas respiratdrias € como antisséptico em levantamento
realizado por Agra et al. (2007b).

A maioria dos estudos bioquimicos levantados revela que os componentes mais
frequentes dos o6leos essenciais das espécies do género Lippia sdo limoneno (1), B-
cariofileno (2), p-cimeno (3), canfora (4), linalol (5), a-pineno (6) e timol (7), apresentados
na figura 1. As principais propriedades farmacolédgicas dos compostos destas plantas,
comprovadas em estudos bioldgicos, sdo as agdes antimicrobiana, antimalarica,
espasmolitica, sedativa, hipotensiva e anti-inflamatéria (PASCUAL et al., 2001b). A
exemplo do oOleo essencial de Lippia dulcis Trev., que apresentou atividade
antiespasmodica e anticolinérgica, corroborando o uso na medicina popular para o
tratamento de broncoespasmos (GORNEMANN et al., 2008). Em testes laboratoriais, a
infusdo de Lippia alba (Mill.)) N.E. Brown apresentou alta eficiéncia quanto a acao
protetora da mucosa gastrica contra ulceragdes induzidas por indometacina (PASCUAL et

al., 2001a).
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Figura 1: Estruturas moleculares de limoneno (1), B-cariofileno (2), p-cimeno (3), canfora

(4), linalol (5), a-pineno (6) e timol (7). Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.

3. Lippia origanoides KUNTH

A espécie Lippia origanoides Kunth (1818) segundo Govaerts & Atkins (2012) tem
como sindnimos Lippia berteroi Spreng. (1825), Lippia microphylla Benth. (1840), Lippia
schomburgkiana Schauer (1847) e Lippia origanoides var. sampaionis Herter (1916). Este
arbusto aromatico bastante ramificado, segundo descricdo de Salimena-Pires & Giulietti
(1998), possui folhas coraceas, discolores, oval-elipticas e suborbiculares, com margem
crenada; inflorescéncias axilares em formato de espigas subglobosas com calice
membranaceo e corola hipocraterimorfa alva a rosacea formando um tubo cilindrico,
apresentando inflorescéncias nos meses de novembro e dezembro. E frequentemente
encontrado em campos e cerrados de solos pedregosos e compactos, em altitudes entre 900
e 1100 metros acima do nivel do mar. A ocorréncia desta espécie abrange Guiana Francesa,
Brasil (desde o estado do maranhdo ao estado do Rio de Janeiro) (SALIMENA-PIRES &
GIULIETTI, 1998) Colombia, Venezuela e Guiana (PASCUAL et al., 2001b), sendo
comum no semidrido brasileiro (MATOS, 1998). Trabalhos etnofarmacolégicos vém
reportando usos desta planta principalmente no tratamento de doencas das vias
respiratorias (MATOS, 1998) e de disturbios gastrointestinais, como antisséptico em geral,
estimulador de apetite e condimento (PASCUAL et al, 2001b).

As folhas desta planta sdo usadas popularmente na forma de decoto ou macerado

em alcool no tratamento de doencas bronquiais e pulmondrias, incluindo asma
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(broncodilatador), bronquite, gripe, resfriado e tosse, bem como em infec¢des microbianas
em geral (antibidtico) (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2000; PASCUAL et al, 2001b;
AGRA et al., 2007b). O decoto e o infuso sdo utilizados nas Américas do Sul e Central, na
Africa tropical e em paises da Europa no tratamento de distirbios gastrointestinais, como
dores de estdmago e indigestio (PASCUAL et al, 2001b). As folhas, ou o 6leo essencial
extraido a partir delas, sdo indicadas ainda em inalagdes e um xarope ¢ preparado a partir
da infusdo das folhas, ambos apresentando os usos anteriormente citados (MATOS, 1998).

A grande utiliza¢do popular desta espécie impulsionou pesquisas a respeito de suas
propriedades fitoquimicas, as quais revelaram caracteristicas promissoras de seus extratos
e compostos. O oleo essencial tem apresentado alta variabilidade quanto ao teor, com uma
amplitude de 1,0% (OLIVEIRA et al., 2007) a 4,6% (CAVALCANTE et al., 2009) da
massa de suas folhas. Esta variacdo também ¢ observada na determinagdo dos
componentes majoritarios, porém os monoterpenos que geralmente se encontram em
maiores quantidades sdo 1,8-cineol (8), a-terpineol (9), metil timol (10), sabineno (11), y-
terpineno (12), timol, carvacrol (13), p-pineno e os sesquiterpenos sao [-cariofileno,
nerolidol (14) e a-humuleno (15) (Figura 2) (PASCUAL et al., 2001b; OLIVEIRA et al.,
2007; ESCOBAR et al., 2010).

CH;

CH, CHa CHs
o) CHj
3 HsC CH; CH; H3C CH; HsC CH,4
11 12

OH

9 10

CH,
EE
HaC CH
8
CH, CHs
HO =
CH, CH;
A AN HaC™ ™
HaC HO g, o
_/CH, 3
HaC CH, CHj
13 14 15

Figura 2: Estruturas moleculares de 1,8-cineol (8), a-terpineol (9), metil timol (10),
sabineno (11), y-terpineno (12), timol, carvacrol (13), nerolidol (14) e a-humuleno (15).

Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.
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Costa (2005) realizou experimento biologico com o oOleo essencial de L.
microphylla, verificando atividade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa (13,5
mm de halo de inibi¢ao), valor préximo ao obtido com o antibiotico novobiocina (16 mm),
e Candida albicans (9 mm), tendo melhor resultado que o antibidtico nistatina (8 mm).
Estes metabolitos também se mostraram ativos contra cepas de Candida parapsilosis,
Candida guilliermondii, Cryptococcus neoformans, Trichophyton rubrum, Fonsecaea
pedrosoi, Staphylococcus aureus, Lactobacillus casei e Streptococcus mutans (OLIVEIRA
et al., 2007). Além disso, amostras coletadas na Colombia tiveram agdo citotoxica contra
células neoplésicas e ainda atividade antiprotozoaria (ESCOBAR et al., 2010).

Do extrato etanoico da raiz desta planta foram isoladas a tecomaquinona I (16) e a
microphyllaquinona (17), que apresentaram atividade citotoxica frente a quatro linhagens
de células cancerigenas humanas (Figura 3). A microphyllaquinona destacou-se por
apresentar alta atividade contra duas linhagens celulares resistentes (SANTOS et al.,
2003). Este mesmo extrato foi estudado quanto a composicao de compostos fenodlicos,
acdo antioxidante e inibicdo da acetilcolinesterase. Comparada a outras 17 espécies
medicinais, L. microphylla apresentou o maior teor de compostos fenolicos,
correspondendo a 292,13mg g do extrato etanoico. Apresentou também um dos maiores
valores de halo de inibi¢ao da acetilcolinesterase (0,7cm), fun¢ao importante no tratamento
da doenga de Alzheimer, e acdao antioxidante com valor de IV50 (indice de varredura) de

2,4 mg mL"' (MORALIS et al., 2008).

Figura 3: Estruturas da tecomaquinona I (16) e da microphyllaquinona (17). Feira de
Santana-BA, UEFS, 2012.

O alecrim-de-tabuleiro tem sido indicado pelo Projeto Farmacias Vivas do Ceard



para cultivo em comunidades carentes do Nordeste, por ser uma planta medicinal presente
nesta regido cujas propriedades biologicas e eficcia terap€utica apresentam comprovagao
cientifica. Com 1isso, esta espécie constitui parte importante na promog¢ao da atencao
primaria a saude nestes locais (MATOS, 1998). Apesar de todo potencial demonstrado pela
espécie, L. origanoides ainda ndo apresenta estudos no ambito agronémico que viabilizem
da utilizagdo farmacéutica de seus componentes, tendo em vista que a produgdo de matéria
prima ¢ fundamental para o fornecimento continuo e em quantidade suficiente para as

industrias de fitoterapicos.

4. Oleos essenciais de plantas

Os oleos essenciais, misturas de compostos secundarios volateis soltiveis em
solventes apolares e lipidios, sd3o liberados por arraste a vapor ou por exalacdo. Estes
compostos podem ser produzidos em quaisquer orgaos, a depender da espécie da planta,
por cé¢lulas secretoras, cavidades, canais, c€lulas epidérmicas ou tricomas glandulares
(BAKKALI et al., 2008).

Os compostos constituintes dos 6leos essenciais sao da classe dos terpenos, em sua
maioria mono e sesquiterpenos. A principal via de sintese dos terpenos ¢ a rota do
mevalonato, que se inicia a partir da reacdo entre trés moléculas de Acetil-Coa, dando
origem a uma molécula de acido melalonico (Figura 4). Esta molécula sofre reacdes que
produzem dois isdmeros de cinco carbonos, o isopentenil difosfato e o dimetilalil difosfato.
Estas moléculas reagem entre si dando origem aos diferentes grupos de terpenos, entre eles
mono e sesquiterpenos (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Na planta, apresentam funcdes ecologicas relacionadas a atracdo de polinizadores,
alelopatia e defesa da planta contra herbivoria ou fungos e bactérias patogénicos (TAIZ &
ZEIGER, 2009), bem como na prote¢ao contra o déficit hidrico e elevagdo da temperatura
(SIMOES & SPITZER, 2002).

O uso popular de 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacdo nao ¢ comumente
descrito na literatura, sendo justificado pelos recursos requeridos para a extragdo destes
compostos, tornando sua obtencdo invidvel nestas localidades. Entretanto, os oleos
essenciais de muitas plantas apresentam grande potencial de utilizagdao, com destaque para

a area farmacéutica (SAMPAIO, 2002).
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Figura 4: Biossintese de terpenos (TAIZ & ZEIGER, 2009). Feira de Santana-BA, UEFS,
2012.

Na industria sao densamente utilizados, principalmente para a produgdo de
perfumes e cosméticos. A industria alimenticia ¢ a segunda maior consumidora desses
6leos, principalmente como aromatizante de bebidas e alimentos (BAKKALI et al, 2008).
Entretanto, com o atual aumento da busca por novos medicamentos a base de plantas, as
propriedades terapéuticas dos Oleos essenciais vém ganhando destaque. Diversos estudos
tém descoberto cada vez mais agdes farmacoldgicas desses compostos, como, por

exemplo, atividade antimicrobiana, antiespasmoédica, anti-inflamatoria, sarnicida, entre
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outras (OLADIMEIJI et al., 2005; PEREZ et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2006;
GORNEMANN et al,. 2008).

O Brasil destaca-se como um dos maiores exportadores de dleos essenciais do
mundo, principalmente de citricos para a industria alimenticia. Entretanto, o crescimento
das exportacdes brasileiras é lento em relagdo a paises como Argentina e India devido a
baixa qualidade do 6leo produzido, atribui a falta de investimento em pesquisa sobre
padronizagdo da producao (BIZZO et al., 2009). Apesar de reduzida, a producao de 6leo
essencial para a fabricacdo de fArmacos tem grande potencial, tendo em vista que diversos
compostos constituintes destes metabdlitos tiveram agdo bioldgica comprovada, como € o
caso dos compostos timol e carvacrol que apresentam elevada atividade antimicrobiana
contra fungos e bactérias patogénicas (HYLDGAARD et al., 2012).

O teor de 6leo essencial ¢ variavel de espécie para espécie e, na planta, ele pode
sofrer alteracdo por fatores ambientais de carater fisico, quimico ou biologico, podendo
haver mudanga também na sua composi¢do quimica (SIMOES & SPITZER, 2002;
GOOBO-NETO & LOPES, 2007). Tendo em vista os diversos fatores que afetam a
produtividade dos metabdlitos secunddrios, como intensidade luminosa, ataque de
patégenos e disponibilidade hidrica (SIMOES & SPITZER, 2002; GOOBO-NETO &
LOPES, 2007), pesquisas estdao sendo realizadas com proposito de conhecer como e o
quanto esses fatores influem nesse processo, procurando assim, alternativas de
potencializagdo da producdo destes compostos em plantas medicinais cultivadas (BLANK

et al, 2005; GARLET et al., 2007; NOGUEIRA et al., 2007; PEGORARO, 2007).

5. Cultivo de plantas medicinais

O mercado de plantas medicinais para producdo de medicamentos demanda cada
vez mais a descoberta de novas espécies e principios ativos promissores com possibilidade
de serem produzidos em grande escala e com alto rigor relacionado a qualidade da
matéria-prima, para suprir os padrdes exigidos neste tipo de produto (MONTANARI Jr,
2001).

Grande parte das plantas medicinais nativas do Brasil ¢ consumida de forma
extrativista, tendo um pequeno nimero de cultivos para fins comerciais registrados (MING
et al., 2003). Visando a producdo de material vegetal de qualidade, ¢ importante a adogdo
de procedimentos agricolas especificos para cada espécie (CORREA JUNIOR &
SCHEFFER, 2001).
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Com isso, faz-se necessario o aprofundamento dos conhecimentos agrondémicos das
plantas medicinais nativas, abrangendo aspectos como a biologia, a propagacao, o cultivo e
o manejo, visando a sustentabilidade na sua producdo e consumo, possibilitando a
conservagdo de suas populacdes naturais (FRANCA, 2000). Além disso, podem ser
desenvolvidos sistemas organicos de producdo, com base no plantio em pequena escala
com o favorecimento aos pequenos agricultores, promovendo o desenvolvimento
economico local (MING et al., 2003).

A utilizagdo de gendtipos ou quimiotipos superiores com alta produtividade de
biomassa e elevado teor de principios ativos € uma importante alternativa na viabilizacao
do cultivo de plantas medicinais (MARCHESE & FIGUEIRA, 2005), ainda mais quando
associada a um sistema de propagagdo vegetativa, garantindo a manutencao destas
caracteristicas. Estas praticas associadas ao cultivo em condigdes especificas ¢ uma
alternativa a ser buscada para solucionar problemas na qualidade e variabilidade quimica
inerentes de materiais provindos do extrativismo (MING et al., 2003). Uma destas praticas
¢ a aplicacdo exogena de biorreguladores de crescimento em plantas medicinais sob
cultivo, com o objetivo de promover o aumento da producdo de material vegetal e dos

principios ativos de interesse.

6. Biorreguladores vegetais

Os biorreguladores vegetais abrangem ampla gama de compostos aplicados com o
objetivo de alterar processos fisiologicos das plantas, podendo ser hormonios ou
reguladores de crescimento (YUE et al., 2001; BARREIRO et al., 2006; CAMPOS et al.,
2008), metais pesados ou substidncias oriundas de fitopatogenos e herbivoros
(LOURENCO, 2003). Os reguladores de crescimento sdo substancias de origem sintética,
que quando sdo aplicadas em plantas geram efeitos semelhantes aos de hormonios
vegetais. Por outro lado, os hormonios sdo substincias produzidas pelas plantas em
pequenas quantidades que agem geralmente em locais diferentes de sua sintese, cuja
funcdo envolve inibicdo, estimulacdo ou modificagdo qualitativa do crescimento
(FELIPPE, 1979). No mercado existem produtos compostos por mistura de reguladores de
crescimento ou destes com outras substincias denominadas biorreguladores, sendo o
Stimulate® um dos mais utilizados em estudos sobre fisiologia de plantas.

Dentre as principais classes de hormonios estdo as auxinas, as giberelinas e as
citocininas. As auxinas promovem o crescimento através da indugdo do alongamento

celular pelo afrouxamento da parede celular por a¢do enzimadtica. Os principais efeitos
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destas substancias sdo indu¢do do crescimento dos caules e coledptilos e promogdo do
crescimento das raizes. As giberelinas promovem o crescimento caulinar através do
alongamento celular e da estimulacdo a divisdo celular por interferéncia nas etapas entre a
transcrigdo do DNA e a divisdo celular. J& as citocininas estdo envolvidas com varios
processos, incluindo divisdo celular, morfogénese da parte aérea e das raizes, maturagdo
dos cloroplastos, alongamento celular e senescéncia (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Entre as auxinas mais utilizadas em investigagdes de andlises de crescimento em
plantas temos o 4cido indolbutirico (AIB) e acido indolacético (AIA) e o regulador de
crescimento acido naftalenoacético (ANA). Entre as giberelinas, o 4cido giberélico (GA3),
extraido do fungo Giberella fujikoroi, ¢ largamente testado em plantas cultivadas. O
hormonio natural zeatina e as substancias sintéticas 6-benzilaminopurina (BAP) e cinetina
sdo as representantes mais estudadas da classe das citocininas.

A aplicacdo de hormonios e reguladores de crescimento pode ser uma alternativa
vidvel para o aumento da produtividade de culturas, tendo em vista que estes podem alterar
o metabolismo em alguma das fases do desenvolvimento da planta, podendo promover
maior acumulacao da biomassa e biossintese de compostos de interesse. Como exemplo,
pode-se citar o estudo realizado com a espécie medicinal Ocimum basilicum, no qual a
aplicacdo de cinetina promoveu o aumento da area foliar e da massa seca, apresentando,
por consequéncia, alta taxa de desenvolvimento (BARREIRO et al., 2006).

Em outro trabalho, a pulverizacdo das folhas de soja com AIB isolado ¢ em
associacdo com GAj e cinetina promoveu o aumento da taxa assimilatoria liquida (TAL),
assim como maior producio de matéria seca total. O Stimulate® causou o aumentou
também do teor de clorofila no 112° dia apo6s a semeadura (CAMPOS et al., 2008).

J& o 4cido jasmodnico ¢ um hormonio vegetal envolvido na sinalizagdo da resposta a
condicdes de estresse biologico, através da ativacdo da transcrigdo de muitos genes
associados ao metabolismo de defesa da planta. Este fitormonio também apresenta efeito
sobre o crescimento de plantas, promovendo o aumento da biomassa da planta,
principalmente sobre os o6rgaos reprodutivos (LINARES et al., 2010). Outro hormoénio
relacionado com a defesa vegetal ¢ o acido salicilico, que esta envolvido na sinalizacdo do
estabelecimento da resisténcia sistémica adquirida (RSA) apo6s o dano tecidual causado por
agentes biologicos (TAIZ & ZEIGER, 2009), sendo seu derivado, o 4cido acetilsalicilico,
um composto sintético com mesma acao do fitormoénio.

Estas substincias quando aplicadas em plantas, podem promover o aumento da

sintese/acumulo ou a produc¢do de novo dos metabolitos secundarios envolvidos no
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mecanismo de defesa (GOOBO-NETO & LOPES, 2007), como, por exemplo, terpenoides,
flavonoides, alcaloides e fenilpropanoides (ZHAO et al., 2005). Esta pode ser uma técnica
adequada quando se trata de plantas em cultura que apresentem oOleo essencial com
potencial farmacéutico, visto que uma das funcgdes ecologicas destes metabodlitos ¢é
promover protecao contra ataque de micro-organismos patogénicos e de herbivoros para a
planta (TAIZ & ZEIGER, 2009; RAVEN et al., 2007).

Diante do exposto, este trabalho objetivou avaliar a influéncia de diferentes
substratos e concentragdes de auxina na estaquia e de biorreguladores vegetais sobre
crescimento, producdo e composicdo quimica do 6leo essencial de plantas cultivadas de

Lippia origanoides Kunth.
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NA ESTAQUIA DE Lippia origanoides KUNTH
(VERBENACEAE)
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RESUMO: Lippia origanoides Kunth ¢ um arbusto aromatico nativo do semiarido
brasileiro utilizado no tratamento de doencas, como condimento e estimulador de apetite.
Apresenta dleo essencial em suas folhas com ac¢do antimicrobiana, além de compostos em
suas raizes com atividade citotoxica contra células cancerigenas. Apesar do grande
potencial econdmico, esta espécie ainda nao ¢ cultivada, o que pode acarretar uma redugao
de suas populagdes naturais. Este trabalho estudou a influéncia de diferentes concentragdes
de acido indolbutirico (0, 62,5, 125, 250 e 500 mg L™) e de trés substratos (S1 - substrato
comercial Biomix™; S2 - vermiculita expandida; S3 - substrato comercial Biomix® +
vermiculita expandida na propor¢ao de 1:1) na producdo de mudas da espécie L.
origanoides por propagacao via estaquia. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema de parcelas subdivididas, tendo substratos como parcelas e
concentracoes de acido indolbutirico (AIB) como subparcelas. Avaliou-se porcentagem de
enraizamento e sobrevivéncia das estacas, comprimento do caule e da maior raiz, nimero
de folhas por muda, massa da matéria seca das folhas, do caule, da raiz e total. Verificou-se
que a espécie L. origanoides apresenta facilidade de enraizamento e que a imersdo das
estacas em 278 mg de AIB por L™ de solugdo por 24 horas, seguida de cultivo em substrato
composto por Biomix® e vermiculita expandida (1:1) ¢ eficaz na producio de mudas da

espécie, possibilitando o melhor desenvolvimento radicular e da parte area.

Palavras—chave: Plantas medicinais, alecrim-de-tabuleiro, propagagdo vegetativa, 6leo
essencial.
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ABSTRACT: Lippia origanoides Kunth is a Brazilian semiarid native aromatic bush used
to treat diseases, flavoring and stimulating appetite. It has essential oil in its leaves with
antimicrobial activity, and compounds in its roots with cytotoxic activity against cancer
cells. Despite the great economic potential, this species is not cultivated, which may result
in a reduction of its natural populations. This work studied the influence of different
concentrations of the growth regulator indolebutyric acid (IBA) (0, 62.5, 125, 250 and 500
mg L-') and three substrates (S - Biomix® commercial substrate, S2 - expanded
vermiculite; S3 - Biomix® commercial substrate and expanded vermiculite 1:1) in the
production of L. origanoides seedlings by cuttings propagation. The experimental design
was completely randomized in split plot, with substrates as plots and indolebutyric acid
concentrations as subplots. We evaluated cuttings rooting and survival, stem and the
longest root length, leaves number, leaves, stem, root and total dry mass. It was found that
L. origanoides species has easy cuttings rooting and the cutting immersion in solution with
278 mg L indolebutyric acid for 24 hours, followed by cultivation on substrate composed
by Biomix® and expanded vermiculite (1:1) is effective in producing saplins of this

species, allowing better area and root development.

Key-words: Medicinal plants, alecrim-de-tabuleiro, cutting, essential oil.

INTRODUCAO

Lippia origanoides Kunth (1818) consta na literatura como sindénimo de Lippia
berteroi Spreng. (1825), Lippia microphylla Benth. (1840), Lippia schomburgkiana
Schauver (1847) e Lippia origanoides var. sampaionis Herter (1916) (GOVAERTS &
ATKINS, 2012). Este arbusto aromatico nativo do semiarido brasileiro tem uso no
tratamento de doengas, como condimento e estimulador do apetite (PASCUAL et al.,
2001). Na medicina popular esta espécie ¢ utilizada na forma de decoto ou macerado em
alcool no tratamento de problemas gastrointestinais, infecgdes microbianas em geral e de
doencas das vias respiratorias, incluindo asma, bronquites, gripes, resfriados e tosse
(PASCUAL et al., 2001; AGRA et al., 2007).

O uso medicinal dessa espécie tem sido atribuido ao seu 6leo essencial, encontrado
em folhas e inflorescéncias, que apresenta elevada a¢do antimicrobiana contra fungos e
bactérias patogénicos (OLIVEIRA et al., 2007). O 6leo essencial corresponde de 1,0%
(OLIVEIRA et al., 2007) a 4,6% (CAVALCANTE et al., 2009) da massa da matéria seca
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da parte aérea deste arbusto, tendo como compostos majoritarios carvacrol, timol, a-
terpineno, y-terpineno e linalool (OLIVEIRA et al., 2007; ESCOBAR et al., 2010).

Além da atividade antifiingica e bactericida, amostras de 6leo essencial de L.
origanoides mostraram-se ativas contra epimastigotas e amastigotas de 7rypanosoma cruzi
e promastigotas de Leishmania chagasi (ESCOBAR et al., 2010). Os compostos
tecomaquinona I e microphyllaquinona, isolados de extratos alcodlicos da raiz desta
planta, apresentaram atividade citotoxica contra linhagens de células cancerigenas
humanas (SANTOS et al., 2003). Este extrato apresentou alto teor de compostos fenodlicos,
correspondendo a 292,13mg g, além de um alto valor de halo de inibicdo da
acetilcolinesterase (0,7cm) e agdo antioxidante, com IV50 (indice de varredura) de 2,4 mg
mL™" (MORALIS et al., 2008).

Apesar do grande potencial farmacologico e econdomico de L. origanoides, seu
consumo tem sido realizado de forma extrativista e artesanal, como ocorre com a maioria
das espécies medicinais nativas do Brasil. Assim, pesquisas devem ser intensificadas
buscando gerar informagdes sobre a fisiologia destas espécies (MING et al., 2003), o que
possibilitara a utiliza¢do da espécie pela industria farmacéutica.

A propagacdo de plantas medicinais via sementes tem se mostrado inadequada,
tendo em vista a variabilidade genética produzida pela reproducao sexuada (FRANCA,
2002), o tempo necessario para se alcancar a fase adulta e problemas relacionados a
viabilidade e dorméncia das sementes (WENDLING, 2004). Para Lippia diamantinensis
Glaz. e Lippia filifolia Mart. & Schauer, por exemplo, a dorméncia nas sementes tem sido
relatada como fator limitante de sua propagagcao (PIMENTA et al., 2007). Ja as espécies
Lippia rosella Moldenke, Lippia florida Cham., Lippia hermannioides Cham. e Lippia
sidoides Cham. apresentaram perda de viabilidade logo apds serem submetidas ao
armazenamento (PIMENTA et al., 2007).

Assim, a reproducdo vegetativa por estaquia tem sido considerada uma alternativa
promissora para producdo de mudas de plantas medicinais homogéneas, com qualidade
genética, baixo custo e num reduzido espaco de tempo (WENDLING, 2004). Entretanto,
para espécies nativas ndo domesticadas a baixa taxa de enraizamento e o elevado indice de
mortalidade das estacas tém sido considerados fatores limitantes para a propagacdo por
estaquia, fato atribuido principalmente a escassez de informagdes acerca das condigdes e
métodos ideais de propagacao destas espécies (PIMENTA et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2008). Para a propagagdo vegetativa de uma espécie varios fatores que influenciam

diretamente a produ¢do de mudas por estaquia devem ser enfocados, como, por exemplo, a
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época do ano e hora de coleta das estacas, posicdo no ramo de origem, tamanho da estaca,
substrato utilizado, condicao fisioldgica da planta matriz e aplicagdo de reguladores de
crescimento (WENDLING, 2004).

Dentre os fatores citados, a utilizagdo de biorreguladores em estacas de dificil
enraizamento, para muitas espécies, revela-se um procedimento eficiente para o sucesso da
estaquia. As auxinas correspondem a classe de hormdnios vegetais responsaveis por
promover a formagao das raizes adventicias em tecidos maduros (TAIZ & ZEIGER, 2009),
utilizadas rotineiramente para esse fim. Na maioria dos trabalhos cientificos, a auxina
predominantemente testada na propagagdo vegetativa através de estaca ¢ o hormdnio
sintético denominado 4cido indolbutirico (AIB). Entretanto, a concentragdo, a forma de
aplicacdo e o tempo de imersdao adequado para este regulador variam entre espécies e
genotipos.

Para a espécie medicinal nativa Lippia sidoides Cham. (alecrim-pimenta), a imersao
de estacas apicais durante 20 horas em solucao de 250 mg de AIB . L-' de solucao
promoveu o aumento do nimero de raizes por estaca de menos de 0,6 para 2,2 raizes, e da
porcentagem de estacas enraizadas de 8% para 28%. Todavia, com o aumento da
concentracdo, o AIB mostrou efeito inibitdrio progressivo sobre o crescimento das raizes
(OLIVEIRA et al., 2008). Por outro lado, estacas medianas da espécie nativa Thrichilia
catigua A Juss. (catigua), também utilizada na medicina popular, apresentaram a maior
média de porcentagem de enraizamento quando imersas por dez segundos na maior
concentragdo de AIB testada, correspondente a 5000 mg L' (VALMORBIDA et al., 2008).

Outra questao importante na produ¢do de mudas ¢ a identificagdo do substrato com
as caracteristicas fisicas e quimicas mais apropriadas para a espécie a ser propagada. Em
geral, o substrato ideal para a estaquia deve servir de suporte mecénico para a fixa¢do da
estaca, conter os nutrientes necessarios ao desenvolvimento vegetativo inicial, pH
adequado, capacidade de troca cationica elevada, apresentar alto grau de porosidade para
permitir a drenagem da 4gua e a respiragdo celular, baixa densidade para facilitar o
crescimento radicular, baixo teor salino e boa capacidade de retencdo de agua (SCHMITZ
et al., 2002; GUERRINI & TRIGUEIRO, 2004; LACERDA et al., 2006). A vermiculita
expandida, largamente utilizada em estudos de propagagdo vegetativa, ¢ um substrato
inorganico que apresenta como principais caracteristicas a baixa densidade, alta porosidade
e alta capacidade de retencdo de dgua, fatores determinantes do enraizamento de estacas.
Além deste, substratos comerciais com maior carga nutricional t€m sido testados, os quais

sdo, na maioria das vezes, produzidos a base de vermiculita expandida e componentes
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organicos compostados e/ou carbonizados, como casca de pinus e de arroz, sendo os mais
utilizados o Plantmax® e o Biomix".

Assim, considerando a auséncia de estudos que estabelecam as condi¢des
adequadas para a propagacao vegetativa da espécie, o presente trabalho objetivou estudar a
influéncia de concentragdes de acido indolbutirico e substratos na producdo de mudas via

estaquia de L. origanoides.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido durante os meses de maio e junho de 2010 na
Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS), Feira de Santana-Bahia, Brasil, localizada a 257 metros de altitude, na latitude de
12°16°00” Sul e longitude de 38°58°00” Oeste, com médias anuais de 848 mm de
precipitagdo e 24°C de temperatura.

Estacas apicais (Figura 1B) com cerca de 10 cm de comprimento e dois centimetros
de sua base desfolhados foram obtidas a partir de plantas matrizes mantidas na colecao de
plantas aromaticas da UEFS (Figura 1A), cuja exsicata foi identificada pela taxonomista
Tania Regina dos Santos Silva da UEFS e encontra-se depositada no herbario desta mesma
instituicdo (HUEFS) (Voucher 83.373). As estacas tiveram dois centimetros de suas bases
imersas em solu¢do de &cido indolbutirico (AIB) nas concentracdes de 0, 62,5, 125, 250 e
500 mg L™ por 24 horas. Para se evitar a perda excessiva de agua por evapotranspiracao,
cada recipiente foi embalado em saco pléstico fechado (Figura 1C). O AIB foi totalmente
diluido em cerca de 20 mL de solu¢do de NaOH a 0,2M, completando-se o volume com
agua destilada.

Decorridas 24 horas, as estacas tratadas foram plantadas em placas de poliestireno
expandido contendo 200 pogos, preenchidos com os diferentes substratos: S1 - substrato
Biomix"; S2 - vermiculita expandida; S3 - substrato Biomix”™ e vermiculita expandida na
proporcio de 1:1 (Figura 1E). Biomix® ¢ um substrato comercial utilizado para a producio
de mudas de hortaligas, constituido por casca de pinus compostada, vermiculita expandida
e composto organico, apresentando pH 6,2, capacidade de retencdo de agua de 50% e
densidade na base seca de 350 kg m™. A vermiculita expandida utilizada apresentou
granulometria fina composta por 34 a 43% de 6xido de silicio (Si0,), 7 a 15% de 6xido de
aluminio (Al,O3), 5 a 13% de o6xido férrico (Fe;Os), 20 a 28% de 6xido de magnésio
(MgO), 0,01a 0,1% de 6xido de potassio (K,0), 0,2 a 1% de 6xido de calcio (Ca0O), 0,1 a
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0,3% de oxido de sodio (Na,0O) e 6 a 12% de agua; apresenta pH entre 6 e 8; capacidade de
retengdo de agua de até 600% do peso; densidade de 60 a 160 kg m™.

Figura 1: A — Plantas de Lippia origanoides da coleg¢ao de plantas aromaticas da UEFS; B
— Estaca de Lippia origanoides; C — Estacas imersas em solugdes de AIB protegidas por
sacos plasticos; D — Casa de vegetacdo com cobertura pléstica e nebulizagdo controlada; E
— Estacas cultivadas em Bandejas de poliestireno; F — Muda apos 45 dias de cultivo. Feira

de Santana-BA, UEFS, 2012.

Ap6s o plantio, as estacas foram mantidas em casa de vegetacdo com cobertura
plastica transparente, 75% de luminosidade e nebulizacdo intermitente, com intervalos de
30 minutos entre nebulizacdes de 1 minuto, controlado por um temporizador digital
(Figura 1D). Foram plantadas 10 estacas por repeticdo, das quais duas foram sorteadas
para analise destrutiva e compor as parcelas, sendo as demais transplantadas para sacos
plésticos e transferidas para outra casa de vegetacdo sem cobertura plastica.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
esquema de parcelas subdivididas no espago, no qual o fator de variagdo substrato
constituiu a parcela e a concentracdo de AIB as subparcelas (Figura 2). Cada subparcela

apresentou trés repeticoes contendo duas estacas cada, totalizando 90 estacas.

Subparcelas ﬂ
125|500 |62,5(0| 250, | 250|500|125 62,5 :
AR (mg L) m H 62,5|230/01500|125

Parcelas

Substratos

51 52 S3

Figura 2: Esquema experimental em parcelas subdivididas. Feira de Santana-BA, UEFS,

2012.
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Apo6s 45 dias de cultivo (Figura 1F), foram avaliadas as porcentagens de
enraizamento e de sobrevivéncia das estacas, comprimento da brotacao (compreendendo
da base da estaca até o ramo mais alto) e da maior raiz, nimero de folhas por muda, massa
da matéria seca de raiz, caule, folhas e total. Para a obteng¢dao da massa da matéria seca,
cada 6rgao foi separado em sacos de papel, que foram identificados e levados a estufa com
circulacao forgada de ar a 60° C até adquirir peso constante obtido em balanga analitica.

Os resultados obtidos foram submetidos inicialmente a analise de varidncia pelo
teste de F e, posteriormente, ao teste de Tukey para a fonte de variagdo substrato e a
analise de Regressdo para a fonte de variacdo concentracdo de AIB, ambos a 5% de
probabilidade de erro. As analises estatisticas foram realizadas através do programa Sisvar

5.3 (FERREIRA, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se interacao significativa entre o tipo de substrato e as concentracdes de
AIB para o comprimento da maior raiz (p<0,05) e para as demais variaveis (p<0,01)
(Anexo A), com excecdo da porcentagem de enraizamento, a qual ndo mostrou
significancia tanto para a intera¢do quanto para os fatores de variacdo analisados de forma
isolada.

Todas as estacas de L. origanoides analisadas enraizaram independentemente da
concentracdo de AIB e do tipo de substrato utilizado, demonstrando alta capacidade de
enraizamento das estacas apicais desta espécie, possivelmente em consequéncia da
producdo endogena da auxina acido indolacético em concentracdo suficiente em seu
meristema apical. Assim, a imersdo destas estacas somente em agua destilada seguida pelo
cultivo ¢ suficiente para a promocdo de raizes, sem a necessidade do uso de
biorreguladores vegetais. Outros trabalhos com espécies deste género também tém
mostrado a possibilidade de facil emissdo de raizes em estaca. Em L. sidoides nao foi
observada influéncia de imersdao lenta de diferentes concentracdes de AIB sobre o
enraizamento de suas estacas (FIGUEIREDO et al., 2009). De modo semelhante, Lippia
alba (Mil) N. E. Brown enraizou com a utilizagdo de diferentes tipos de substratos e
independente da utilizagdo de auxinas (BIASI & COSTA, 2003). Lippia gracilis Schauer
apresentou 100% das estacas enraizadas quando cultivada em bandeja de poliestireno
expandido com 128 células, independentemente do substrato testado (OLIVEIRA et al.,

2011a). Por outro lado, Pimenta et al. (2007) demonstraram que para as espécies nao-
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domesticadas Lippia glandulosa Schauer, Lippia rotundifolia Cham., L. filifolia, L. rosella
e L. sidoides a propagacdo por estaquia mostra-se pouco eficaz, devido a reduzida ou
ausente emissao de raizes, mesmo com a utilizacao de biorreguladores como o AIB.

Apesar de a interacdo entre o tipo de substrato e as concentracdes de AIB ter sido
significativa para outras varidveis, apenas para o comprimento da maior raiz obteve-se
equagoes matematicas com R? significativo para as concentragcdes de AIB (Figura 3). Os
resultados desta varidvel em estacas cultivadas no substrato S1 (Biomix") apresentaram
curva de regressdo com comportamento linear ascendente em relacdo ao aumento da
concentracdo de AIB, portanto, obtendo-se média 65,3% maior com o uso de 500 mg da
auxina L de solucdo (4,7 cm) em relagdo ao tratamento sem o biorregulador. Por outro
lado, as estacas cultivadas em S3 (Biomix” + vermiculita) mostraram valores de
comprimento de maior raiz com comportamento quadratico em relagdo a concentragao do
regulador, atingindo o maior valor estimado de 5,4 cm quando tratada com 278 de AIB mg
L de solucdo, correspondendo a aumento de 59,9% quando comparado a auséncia do
biorregulador vegetal. Os resultados obtidos com estacas cultivadas em S2 (vermiculita
expandida) ndo possibilitaram o ajuste a uma equagdo biologicamente explicavel. O
cultivo em S3 apresentou resultado 14,9% e 40,2% melhor do que o uso de S1 e S2,
respectivamente.

Oliveira et al. (2011b) observaram que estacas imersas por cinco minutos nas
maiores concentragdes de AIB testadas (2000 mg L' e 4000 mg L) e cultivadas em
substrato composto por areia e vermiculita (1:1) foram mais eficientes na propagacao das
espécies medicinais nativas Hyptis leucocephala Mart. ex. Benth. e Hyptis platanifolia
Mart. ex. Benth.. Da mesma forma, o aumento da concentragdo de AIB promoveu
incremento na porcentagem de enraizamento, no comprimento da raiz e no nimero de
raizes por estaca de oliveira (Olea europaea L.) quando preparadas em determinados

periodos do ano (OLIVEIRA et al., 2009).
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Comprimento da maior raiz (cm)

0 62 125 187 250 313 375 438 500
Concentraciode AIB (mg L)

o551 mSs2 AS3

9%(#)=3,398x+2,843  $™5(m)  §**(A)=-26,70x>+ 14,84x + 3,376

R?*=80,36% R?=80,90%
Figura 3: Comprimento da maior raiz de estacas de Lippia origanoides Kunth cultivadas
em trés diferentes substratos (S1 - substrato comercial Biomix®, S2 - vermiculita
expandida, S3 - substrato comercial Biomix® + vermiculita expandida 1:1) e tratadas com
cinco concentragdes de acido indolbutirico (AIB). (* e **Significativo ao nivel de 5% e
1% de probabilidade de erro pelo teste de F, respectivamente; ""Nao significativo ao nivel

de 5% de probabilidade de erro pelo teste de F): Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.

Em relagdo a taxa de sobrevivéncia, verificou-se que na auséncia de AIB, o
substrato S3 (Biomix® + vermiculita expandida) proporcionou o melhor resultado
comparado aos demais substratos, os quais nao diferiram estatisticamente entre si (Tabela
1). Por outro lado, nas estacas tratadas com AIB verificou-se maior taxa de sobrevivéncia
com a utilizagdo do substrato S1 (Biomix®), contudo, os resultados obtidos nao diferiram
estatisticamente dos observados com a utilizacdo de S2 (vermiculita expandida) e de S3
(Biomix® + vermiculita) quando se utilizou as concentragdes de 125 e 500 mg de AIB . L-!
de solugdo, respectivamente.

Apesar de ndo ser observado efeito do AIB sobre o enraizamento das estacas,
verifica-se que houve um sinergismo entre essa auxina e o substrato utilizado em relagao a

taxa de sobrevivéncia, obtendo-se as maiores taxas em estacas tratadas com AIB e
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cultivadas em S1 (Biomix"™). Os resultados sugerem que o substrato S1 (Biomix"™

possibilitou a manuten¢ao de niveis mais adequados de nutrientes para as estacas até o
final do experimento, tendo em vista seu contetido de matéria organica, possibilitando a
expressdo do efeito estimulante do fitoregulador. Para Fochesato et al. (2008), a
variabilidade na disponibilidade de nutrientes minerais fundamentais a planta no substrato
pode ser atribuida ao consumo pela planta, ao processo de lixiviagdo e a adsorcdo ao
substrato, o que esta relacionado as caracteristicas quimicas e fisicas do substrato. Apesar
da perda, substratos com maior carga nutricional mantém por mais tempo seus nutrientes.

Estacas cultivadas em S3 (Biomix” + vermiculita expandida) apresentaram os
maiores numeros de folhas por muda, com o suo de todas as concentragdes de AIB, com
excecao de 250 mg L™ (Tabela 1). Com esta concentracdo, o substrato S2 (vermiculita
expandida) apresentou maior média comparada as demais. Este substrato também
promoveu maior niumero de folhas por muda em relagdo ao S1 (Biomix"™) nas mudas
obtidas a partir de estacas nao tratadas com AIB e tratadas com 62,5 ¢ 500 mg de AIB . L-!
de solugio. Possivelmente, as baixas médias obtidas com o uso de S1 (Biomix") devem-se
ao fato de este substrato apresentar menor capacidade de retengdo de agua, tendo como
resultado a menor producdo de folhas, reduzindo a perda de 4gua por transpiracdo. O
numero de folhas ¢ um pardmetro de grande importancia, pois demonstra o
desenvolvimento do aparato fotossintético da planta. Na produgdo de mudas, um aparato
fotossintético bem desenvolvido associado a uma boa formagao radicular promove maior
produgdo de fotoassimilados e, consequentemente, maior taxa de crescimento da planta
sob cultivo em campo.

Apenas nas concentragdes 62,5 ¢ 500 mg do biorregulador L™ de solucao foi
verificada influéncia dos substratos sobre o comprimento do caule (Tabela 1). Nestas, o
substrato S3 (Biomix® + vermiculita) promoveu um maior alongamento do caule, nio
diferindo do efeito produzido com o uso de S1 (Biomix") a concentracio de 500 mg de
AIB L de solugdo. Em estacas de L. alba, o comprimento do broto apresentou maior
desenvolvimento quando cultivadas no substrato comercial Plantmax” (casca de pinus,
turfa, vermiculita expandida e carvdo moido) em comparacdo com vermiculita, sendo este
resultado atribuido ao baixo teor de nutrientes do substrato inorganico (BIASI & COSTA,

2003).
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Tabela 1: Taxa de sobrevivéncia, nimero de folhas por muda e comprimento do caule de
Lippia origanoides Kunth propagadas a partir de estacas apicais cultivadas em substrato
Biomix" (S1), vermiculita expandida (S2) e Biomix + vermiculita (S3) e tratadas com

diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB). Feira de Santana-BA, 2012.

Substrato Concentracdo de AIB (mg L™) Média
0 62,5 125 250 500
Sobrevivéncia (%)
S1 38,8b* 88,8a 76,6a 68,8a 76,2a 69,8
S2 48,8b 55,0c 73,8a 50,0b 62,5b 58,0
S3 67,5a 73,8b 61,3b 42,5b 71,3ba 63,3
Média 51,7 72,5 70,6 53,7 70,0
CV (%) 11,56
Numero de folhas/muda
S1 3,7¢c 2,5¢ 9,7b 8,7b 1,3¢c 5,2
S2 13,7b 10,2b 13,3b 15,0a 11,3b 11,6
S3 19,2a 17,0a 25,7a 9,7b 18,7a 19,1
Média 12,2 9,9 16,2 11,1 10,4
CV (%) 27,11
Comprimento do caule (cm)

S1 11,57a 10,42b 12,07a 11,42a 12,25a 11,56
S2 10,78a 11,22b 11,58a 12,38a 10,57b 11,02
S3 12,28a 14,42a 12,57a 10,95a 12,75a 12,88
Média 11,54 12,02 12,07 11,58 11,86
CV (%) 6,46

*Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem significativamente a 5% de

probabilidade de erro pelo teste de Tukey. CV: referente as parcelas (substratos).

A massa da matéria seca das folhas seguiu padrdo de resposta semelhante ao do
numero de folhas por muda, apresentando maiores médias quando utilizado o substrato
composto por S3 (Biomix® + vermiculita) (Tabela 2). Entretanto, nas concentragdes de
62,5 ¢ 250 mg de AIB . L™ de solugdo, esses valores foram estatisticamente iguais aqueles
obtidos com S2 (vermiculita expandida). A massa da matéria seca do caule nao sofreu
influéncia do tipo de substrato nas concentracdes de 0 e 125 mg de AIB . L™ de solugdo,
semelhante ao observado com o comprimento deste 6rgdo (Tabela 2). Na concentracao de
62,5 mg L' de AIB, a maior média de massa da matéria seca do caule foi obtida com o
substrato S3 (Biomix"™ + vermiculita). Em estacas tratadas com 250 mg de AIB . L-! de
solucdo, os substratos S1 (Biomix™) e S2 (vermiculita expandida) promoveram médias
superiores as obtidas com o S3 (Biomix® + vermiculita). Utilizando-se 500 mg L do

regulador, o S1 (Biomix") e S3 (Biomix" + vermiculita) promoveram as maiores médias
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para massa da matéria seca do caule. Estes resultados de comprimento do caule e
sobrevivéncia demonstram que hé efeito sinérgico do tipo de substrato utilizado e a

quantidade de AIB que ¢ utilizada sobre a fisiologia das estacas de L. origanoides.

Tabela 2: Média da massa da matéria seca de folhas, caule, raiz e total de mudas de Lippia
origanoides Kunth propagadas a partir de estacas apicais cultivadas em substrato Biomix®
(S1), vermiculita expandida (S2) e Biomix + vermiculita (S3) e tratadas com diferentes

concentragoes de acido indolbutirico (AIB). Feira de Santana-BA, 2012.

Substrato Concentragdo de AIB (mg L) Média
0 62,5 125 250 500
Massa da matéria seca de folhas (mg)
S1 9,6¢c* 6,5b 25,7b 14,8b 1,3c 11,6
S2 28,6b 42,7a 28,5b 34,2a 23,5b 31,5
S3 53,2a 49,5a 53,2a 25,2ab 58,2° 48,2
Média 30,5 32,9 35,8 24,7 27,7
CV (%) 42,20
Massa da matéria seca do caule (mg)
S1 61,3a 52,8b 77,0a 76,5a 56,3ab 64,8
S2 74,0a 53,7b 71,2a 80,2a 43,0b 64,4
S3 71,2a 83,5a 79,3a 51,7b 63,5° 69,8
Média 68,8 63,3 75,8 69,5 54,3
CV (%) 23,83
Massa da matéria seca da raiz (mg)
S1 8,8b 17,3b 32,2a 20,8a 30,8b 22,0
S2 15,7b 10,0b 12,2b 25,5a 11,8¢c 13,6
S3 30,2a 29,7a 43,0a 18,2a 48,0a 35,28
Média 18,2 19,0 29,1 21,5 30,2
CV (%) 29,15
Massa da matéria seca total (mg)

S1 12,4b 12,3b 21,2b 17,0b 13,7b 16,5
S2 18,1ab 16,7b 16,9b 21,8a 13,9b 17,3
S3 23,9a 25,5a 28,3a 15,3b 26,0a 25,1
Média 22,0 18,1 22,1 18,0 17,9
CV (%) 32,18

*Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem significativamente a 5% de

probabilidade de erro pelo teste de Tukey. CV: referente as parcelas (substratos).

Quanto a massa da matéria seca da raiz (Tabela 2), o substrato S3 (Biomix™ +
vermiculita) mais uma vez promoveu os maiores valores, exceto na concentragdo de 250
mg de AIB . L de solu¢do, na qual ndo houve diferenca significativa atribuida aos

substratos. Aplicando-se 0 ¢ 62,5 mg de AIB . L' de solugdo, ndo foi diagnosticada
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diferenca estatistica entre os resultados obtidos com os substratos S1 (Biomix®) e S2
(vermiculita expandida). Em contrapartida, na concentracao de 500 mg de AIB . L de
solucdo, S1 (Biomix"™) promoveu médias de massa da matéria seca da raiz superiores as
obtidas com S2. Com 125 mg L do fitorregulador, S1 (Biomix™) ¢ S3 (Biomix® +
vermiculita) promoveram as maiores médias de massa da matéria seca da raiz.

O substrato S3 (Biomix® + vermiculita) também promoveu resultados superiores
para a massa da matéria seca total da muda (Tabela 2), com todas as concentragdoes de AIB
exceto 250 mg L, com a qual ndo houve diferenca entre os substratos (Tabela 2). S1
(Biomix®) e S2 (vermiculita expandida) exerceram influéncia semelhante sobre a massa da
matéria seca total em todas as concentra¢des de AIB.

Em geral, o substrato S3 proporcionou os maiores valores para massa da matéria
seca, independentemente da concentragdo de AIB. Possivelmente, a superioridade de S3
(Biomix® + vermiculita) em promover a acumulagio de biomassa em estacas de L.
origanoides deve-se as caracteristicas fisicas e quimicas deste substrato. Por ser formado
da mistura de um substrato com maior teor dos macro e micronutrientes necessarios a
planta, em virtude da presenca de composto orginico (Biomix"™) e um substrato com
grande capacidade de reten¢do de agua, baixa densidade e elevada porosidade (vermiculita
expandida), S3 possibilitou as condigdes mais favoraveis para o desenvolvimento das
raizes e o crescimento da parte aérea. Outro aspecto relevante a ser considerado ¢ a maior
densidade do substrato S1 (Biomix™), que afeta a capacidade de infiltragio de agua num
substrato.

A capacidade de infiltragdo ¢ inversamente proporcional a densidade do substrato,
visto que uma pequena quantidade de macroporos ¢ caracteristica de substratos mais
densos (ALVES et al., 2007). Além da baixa porosidade, tem-se ainda que quanto maior a
densidade maior a resisténcia & penetragdo vertical da raiz (ARAUJO et al., 2007), o que
significa que substratos mais densos apresentam menor disponibilidade de ar e agua para
as células radiculares e maior dificuldade de alongamento deste oOrgdo, afetando
diretamente o desenvolvimento da muda. Contudo, as caracteristicas ideais do substrato
variam com a espécie estudada. Na estaquia de L. sidoides o substrato mais aerado e com
menos nutrientes (areia) promoveu maior massa da matéria fresca, maior numero de folhas
expandidas e maior numero de brotos por estaca (OLIVEIRA et al., 2008). Ja em estacas
de atroveram (Ocimum selloi Benth.) ndo se verificou influéncia de substratos com

diferentes caracteristicas fisicoquimicas no desenvolvimento radicular das mesmas

(COSTA et al., 2007).
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Em estudo comparando os substratos vermiculita expandida e o comercial
(Plantmax®) na estaquia de jasmim amarelo (Jasminum mesnyi Hance), Althaus et al.
(2007) verificaram que o primeiro proporcionou os melhores resultados para porcentagem
de estacas enraizadas, nimero de raizes por estaca, comprimento das cinco maiores raizes
por estaca, porcentagem de estacas com presenca de folhas iniciais e porcentagem de
brotagdes por estaca. Estes resultados foram atribuidos a grande capacidade de retengdo de
agua ¢ a manutencao da aeragdo nas raizes, permitindo seu maior desenvolvimento, e
consequentemente maior crescimento da parte aérea. Ehlert e colaboradores (2004),
estudando a propagacdo da espécie medicinal alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum L.),
observaram que a utilizagdo de substrato composto por 40% ou 20% de arisco + esterco
bovino, 20 ou 40% de himus e 40% de vermiculita promoveu maior desenvolvimento,
tanto da parte aérea quanto das raizes. Este substrato mostrou-se mais adequado na
obtencdo de mudas em compara¢do com outros contendo maior ou menor concentracao de
vermiculita. Os referidos resultados corroboram com os observados no presente trabalho,
comprovando a importancia do balanco entre aeracdo e reten¢ao de adgua, proporcionada
principalmente pela vermiculita, e o fornecimento dos nutrientes necessarios, provido,
sobretudo, pelos componentes a base de matéria organica (EHLERT et al., 2004).

Constata-se, no geral, baixa influéncia do AIB, nas concentragdes estudadas, na
producdo de matéria seca, sendo o cultivo em S3 o principal promotor do aumento de
biomassa de mudas de L. origanoides propagadas vegetativamente, com destaque para o
crescimento do tecido fotossintetizante. Segundo Costa et al. (2007), mudas mais
vigorosas tém maior possibilidade de estabelecimento em campo. Sendo assim, o desejavel
na estaquia ¢ a obten¢ao de mudas com bom desenvolvimento, tanto do sistema radicular
quanto da parte aérea, para a garantia de uma alta taxa de sobrevivéncia apos o transplantio

e um rapido estabelecimento em campo (NORBERTO et al., 2001).

CONCLUSOES

A estaquia ¢ um método adequado para a propagacao vegetativa da espécie Lippia
origanoides Kunth; A imersdo das estacas por 24 horas em 278 mg de acido indolbutirico .
L, seguida pelo cultivo em mistura de substrato comercial Biomix® e vermiculita
expandida (1:1) proporciona as melhores mudas; O 4cido indolbutirico possibilita apenas a

producdo de mudas com maior desenvolvimento do sistema radicular.
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CAPITULO II

BIORREGULADORES VEGETAIS NO CRESCIMENTO DE
Lippia origanoides KUNTH (VERBENACEAE)
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BIORREGULADORES VEGETAIS NO CRESCIMENTO DE Lippia origanoides
KUNTH (VERBENACEAE)

SILVA, G.C.'*; OLIVEIRA, L.M.'; LUCCHESE, A.M.%; SILVA, T. R. S.!
! Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Avenida
Transnordestina, S/N, Novo Horizonte, CEP: 44.036.900, Feira de Santana-Bahia, Brasil.
*gabicarinhanha@gmail.com “Departamento de Ciéncias Exatas da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS), Avenida Transnordestina, S/N, Novo Horizonte, CEP: 44.036.900, Feira de Santana-Bahia,

Brasil.

RESUMO: A aplicagao de biorreguladores vegetais tem sido uma ferramenta valiosa na
promocgao do crescimento e produgao de plantas medicinais. A espécie Lippia origanoides
Kunth ¢ nativa do semidrido nordestino e apresenta elevado potencial para producio de
6leo essencial com propriedades antissépticas. Sendo assim, este trabalho objetivou a
avaliagdo de crescimento de plantas de Lippia origanoides Kunth cultivadas em casa de
vegetacao e tratadas com diferentes biorreguladores vegetais via pulverizagdo foliar. Para
tanto, plantas propagadas vegetativamente foram cultivadas por 85 dias em casa de
vegetacdo, onde receberam trés pulverizagdes, com intervalo de 14 dias entre elas, com os
tratamentos: acido giberélico (100 mg L-'); 6-benzilaminopurina (100 mg L-'); acido
jasmoénico (0,105 mg L-'); 4cido acetilsalicilico (90,08 mg L-'); Stimulate® (2%) ¢ agua
destilada (Testemunha). Foram realizadas trés épocas de colheita, sete dias depois de cada
aplicacdo, avaliando-se a altura da planta, comprimento da maior raiz, area foliar, massa da
matéria seca de folhas, inflorescéncias, ramos, raiz e total. A partir destas varidveis foram
calculados os parametros de crescimento: taxa de crescimento relativo, taxa assimilatoria
liquida; area foliar especifica e razdo de peso foliar. O delineamento foi inteiramente
casualizado em esquema de parcelas subdivididas, cujas parcelas foram os biorreguladores
e as subparcelas foram as épocas de coleta. A aplicacdo de BAP, AAS e AJ reduziu o
crescimento em altura das plantas. O efeito positivo do uso dos biorreguladores testados
foi mais significativo a partir dos 35 dias apds a primeira aplicacdo. A aplicacao foliar de
biorreguladores, nas condi¢cdes testadas, ¢ uma técnica viavel para a aceleragdo do

crescimento de plantas de Lippia origanoides Kunth.

Palavras-chave: Alecrim-de-tabuleiro, planta medicinal, desenvolvimento, cultivo.
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ABSTRACT: The application of plant growth regulators has been a valuable tool in
promoting the growth and production of medicinal plants. The species Lippia origanoides
Kunth is native from Brazilian northeast semiarid and has high potential for production of
essential oil with antiseptic properties. Therefore, this study aimed to evaluate Lippia
origanoides Kunth plant growth grown in a greenhouse and treated with different
bioregulators by foliar sprays. Therefore, vegetatively propagated plants were grown for
85 days in greenhouse where they received three sprays at an interval of 14 days between
them, with treatments: gibberellic acid (100 mg L™), 6-benzylaminopurine (100 mg L™),
jasmonic acid (0.105 mg L), acetylsalicylic acid (90.08 mg L™); Stimulate® (2%) and
distilled water (control). There were three harvest seasons, seven days after each
application, evaluating plant height, roots length, leaf area, dry mass of leaves,
inflorescence, branches and root. From these variables were calculated growth parameters:
relative growth rate, net assimilation rate, specific leaf area and leaf weight ratio. The
design was completely randomized in a split-plot, whose plots were bioregulators and
subplots were the harvests. The application of BAP, AJ and AAS reduced height growth of
plants. The positive effect bioregulators was most significant after 35 days from the first
application. The leaf application of bioregulators, under the tested conditions, is a viable

technique for accelerating the growth of plants Lippia origanoides Kunth.

Key-words: Alecrim-de-tabuleiro, medicinal plants, development, cultivate.

INTRODUCAO

Segundo Govaerts & Atkins (2012) a espécie Lippia origanoides Kunth (1818),
pertencente a familia Verbenaceae, tem como sindénimos Lippia berteroi Spreng. (1825),
Lippia microphylla Benth. (1840), Lippia schomburgkiana Schauer (1847) e Lippia
origanoides var. sampaionis Herter (1916). Popularmente chamada de alecrim-de-
tabuleiro, esta espécie medicinal nativa do semiarido do nordeste do Brasil apresenta
grande potencial de uso pela industria farmacéutica. E um arbusto produtor de éleo
essencial com agdo antimicrobiana contra bactérias ¢ leveduras causadoras de diversas
doengas nos seres humanos (OLIVEIRA et al., 2007), antiprotozoarios e citotoxica contra
células cancerigenas (ESCOBAR et al., 2010). Além do 6leo essencial foram isolados e
identificados no extrato da raiz dessa espécie dois compostos com agdo citotoxica contra
células cancerigenas (SANTOS et al., 2003).

Na medicina popular o decoto ou macerado em alcool das folhas desta espécie ¢
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utilizado no tratamento de distirbios gastrointestinais, em problemas nas vias respiratorias
e como antisséptico em geral (PASCUAL et al., 2001; AGRA et al., 2007). Ainda segundo
Pascual et al. (2001), esta planta ¢ também consumida como condimento e estimulador de
apetite. Porém, o uso desta planta tem sido realizado de forma intensiva e baseado
unicamente no extrativismo a partir da vegetacao nativa, assim como ocorre com a maior
parte das espécies medicinais nativas do Brasil. Desta forma, estudos devem ser
desenvolvidos com a finalidade de gerar conhecimentos sobre a biologia destas espécies
(MING et al., 2003), o que possibilitara a sua exploragao de forma sustentavel.

A producdo e comercializagdo de 6leos essenciais no Brasil tem sido limitada, entre
outras causas, pela falta de conhecimentos agrondmicos para cada espécie, acarretando
uma redugdo na produtividade e dificuldade de manuten¢ao da qualidade do produto,
atribuida a grande variabilidade na composi¢dao quimica dos 6leos produzidos (BIZZO et
al., 2009). Com isso, faz-se necessdria a realizagdo de pesquisas que esclaregam as
condigdes agronomicas ideais para cada espécie, permitindo o cultivo em larga escala e,
com isso, viabilizando a exploracdo do potencial farmacologico e econdomico (FRANCA,
2002) de espécies nativas aromdticas. Embora informagdes que viabilizem o aumento na
produgdo de biomassa vegetal e dos compostos bioativos presentes nos tecidos ainda sejam
escassas para plantas medicinais, a utilizacdo de estimuladores bidticos e abidticos tem
apresentado resultados promissores para algumas espécies de plantas medicinais
(DESCHAMPS & SIMON, 2006; POVH & ONO, 2008).

Entre os agentes estimuladores do metabolismo vegetal temos os hormonios e os
reguladores de crescimento. Hormonios sdo substancias naturais produzidos pelas plantas e
por algumas espécies de fungos e algas, que controlam o crescimento e desenvolvimento
das plantas (FELIPPE, 1979). J4 os reguladores de crescimento sdo substancias sintéticas
que produzem efeitos similares sobre o metabolismo vegetal (FELIPPE, 1979). Contudo,
os hormoénios e os reguladores de crescimento vegetais apresentam efeitos bastante
diversos, podendo promover a inibi¢ao, ativacdo, reducao ou intensificagdo de processos
metabolicos da fisiologia vegetal, a depender da sua estrutura quimica, concentracao,
forma e época de aplicagdo, sendo, contudo, largamente aplicados de forma exogena na
promogao do crescimento de vegetais cultivados (FELIPPE, 1979).

Entre as classes de hormodnios e reguladores vegetais mais utilizadas para
estimulagdo do crescimento e desenvolvimento vegetal estdo as auxinas, citocininas e
giberelinas. As auxinas s3o hormonios envolvidos na promog¢ao do alongamento de caules

e coleoptilos. Além disso, esta classe de biorreguladores tem agdo sobre a domindncia
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apical, no crescimento de raizes laterais, na abscisdo foliar, na formagao de gemas florais e
no desenvolvimento do fruto (TAIZ & ZEIGER, 2009). As principais auxinas utilizadas
em estudo de crescimento e desenvolvimento de plantas sao o &cido indolacético (AIA),
uma auxina natural, e o 4cido indolbutirico (AIB), uma substincia sintética. Estas
substancias sdo amplamente aplicadas no cultivo in vivo para promover o enraizamento de
estacas (OLIVEIRA et al., 2011) e in vitro no enraizamento de explantes (RADMANN et
al., 2002).

As citocininas regulam a divisdo celular e, juntamente com as auxinas, determinam
a formacdo de raiz ou parte aérea em materiais cultivados in vitro. Estas substancias
estimulam a diferenciacdo dos cloroplastos, o alongamento celular ¢ o retardo da
senescéncia, sendo ainda responsaveis pelo desenvolvimento de gemas laterais, afetando,
por consequéncia, a dominancia apical (TAIZ & ZEIGER, 2009). A cinetina (KIN) e a 6-
benzilaminopurina (BAP) tém sido as principais citocininas sintéticas testadas em
experimentos de crescimento de plantas tanto in vivo quanto in vitro. Ja as giberelinas t€m
como principais efeitos a participagdo no processo germinativo de sementes € o
alongamento dos entrends de certos tipos de plantas, causado por expansdo celular e
posterior divisdo mitética. Estes compostos causam ainda modificagdo do estado
fisiologico de flores e frutos (TAIZ & ZEIGER, 2009). Ensaios sobre germinacao de
sementes, produtividade agricola e crescimento de plantas cultivadas costumam avaliar o
efeito da aplicacdo destas substancias, com destaque para o acido giberélico (GAj).

Atualmente, no mercado estdo disponiveis produtos contendo misturas de
biorreguladores de diferentes classes e/ou retardantes do crescimento que sdo utilizados
visando promover aumento da produtividade de diversas culturas, dentre eles, o Stimulate®
vem sendo testado em culturas como soja (CAMPOS et al., 2008) e salva (POVH & ONO,
2008).

Mais recentemente outras classes de hormonios vegetais t€ém sido estudadas, além
das auxinas, citocininas e giberelinas, sobretudo em relacdo aos seus efeitos sobre o
metabolismo secundario das plantas. A exemplo do acido salicilico (AS) e o acido
jasmonico (AJ), e dos compostos derivados destes, produzidos normalmente em tecidos
vegetais (TAIZ & ZEIGER, 2009). Os salicilatos tém sido amplamente estudados em
relacdo aos mecanismos de sinalizacdo em plantas envolvidos nas respostas ao ataque de
pragas e doencas (HARFOUCHE et al., 2008; MENEZES, 2009), enquanto que os
jasmonatos tém um importante papel no processo de producdo de sinais que regulam os

genes de defesa nas plantas, culminando na produ¢do de metabolitos secundarios (ZHAO
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et al., 2005). Por conta desses efeitos, estes dois grupos de substancias estdo sendo
utilizados como agentes estimuladores da produgao de metabdlitos secundarios em plantas
(DESCHAMPS & SIMON, 2006), entretanto, informagdes acerca dos seus efeitos sobre o
crescimento de plantas ainda sdo escassos ou inexistentes.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar o crescimento de plantas
da espécie Lippia origanoides Kunth submetidas a pulverizagdes foliares com diferentes

biorreguladores vegetais.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido na Unidade Experimental Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana, Bahia, Brasil, entre os meses de outubro e
dezembro de 2010. Esta unidade situa-se a 257 metros de altitude, na latitude de
12°16°00” Sul e longitude de 38°58°00” Oeste, apresentando pluviosidade média de 848
mm por ano e temperatura variando em torno de 24°C.

As plantas utilizadas no experimento foram obtidas através de propagacdo
vegetativa, via estaquia (Figura 1B-1C), de matrizes cultivadas na cole¢ao de plantas
aromaticas (Figura 1A) da referida unidade experimental. A espécie foi identificada pela
taxonomista Tania Regina dos Santos Silva (UEFS), com exsicata tombada no Herbario da
UEFS (HUEFS) com voucher nimero 83.373. Mudas com 45 dias de cultivo (Figura 1D),
em estufa com nebulizag¢do intermitente, foram transferidas para sacos de polietileno preto
(15 x 35 cm), preenchidos com uma mistura de terra vegetal e esterco bovino curtido (5:1)
e fertilizante superfosfato simples (18% de P,Os) na proporgio de 1kg por m® da mistura
(Figura 1E). Os sacos foram alocados em casa de vegetacao desta unidade, com irrigacao
diaria e 70% de luminosidade.

Apods 85 dias do transplante, todas as plantas foram submetidas a “poda de
padroniza¢@o” manual, com tesoura de poda, para uniformiza¢do do tamanho inicial das
plantas, mantendo-as com aproximadamente 40 cm de altura e 20 cm de comprimento dos
ramos laterais (Figura 1F). Sete dias depois da “poda de padronizagdo™, foi realizada a
primeira aplicacdo dos tratamentos, através de pulverizacdo manual sobre as folhas e
ramos, utilizando-se pulverizadores com capacidade de 0,5L (Figura 1H-1I). Para cada
tratamento foi aplicado o volume correspondente a 140 mL de solugdo para cada 15
plantas, deixando-as com aspecto orvalhado. Foram realizadas trés aplicagdes entre as seis

e sete da manh3a, com intervalos de 14 dias entre elas. Os seis tratamentos testados foram:
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acido giberélico (GA3) a 100 mg L™, 6-benzilaminopurina (BAP) a 100 mg L™, acido
jasménico (AJ) a 0,105 mg L', 4cido acetilsalicilico (AAS) a 90,08 mg L' ¢ o
bioestimulante vegetal Stimulate® a 2% (composto por 0,09 g L™ de cinetina, 0,05 g L™
de 4cido indolbutirico ¢ 0,05 g L' de GA3). Como controle, as plantas foram pulverizadas
com o mesmo volume de dgua destilada.

Para o calculo dos parametros de crescimento foi obtida inicialmente a altura das
plantas (Figura 1J), comprimento da maior raiz (Figura 1K), area foliar ¢ massa da matéria
seca total e de raizes, ramos, folhas e inflorescéncias de cinco plantas ndo tratadas (Figura
1L), no dia da primeira aplicagdo dos tratamentos, sendo este considerado o tempo zero.
Para a avaliacdo dos tratamentos foram realizadas novas quantificacdes, sete dias apds
cada aplicagdo, totalizando trés épocas de coleta. Cada época apresentou cinco repetigdes
por tratamento compostas por uma planta cada. As varidveis analisadas foram as mesmas
quantificadas no tempo zero. Para o calculo da area foliar, cinco folhas de cada planta
foram coletadas aleatoriamente e escaneadas, tendo as imagens analisadas pelo programa
QUANT v.1.0.1 para determinagao da area correspondente. A massa da matéria seca das
cinco folhas utilizadas foi obtida para o céalculo da éarea foliar total a partir da massa da
matéria seca de todas as folhas da planta. Para a obten¢do da massa da matéria seca, cada
orgao foi separado em sacos de papel e levados a estufa com circulacao for¢ada de ar a 60°
C até peso constante, obtido através de balanga analitica. A Altura e o comprimento da
maior raiz foram obtidos através de régua milimetrada.

A partir das varidveis quantificadas foram calculados os seguintes parametros de
crescimento: taxa de crescimento relativo (TCR) em relacao a massa da matéria seca total ,
razao de peso foliar (RPF), area foliar especifica (AFE) e taxa assimilatoria liquida (TAL)
segundo metodologia descrita por Cairo et al. (2008).

A TCR foi calculada através da formula: TCR = (L,P; - L,P))*(t, — tl)'l, em que
LnP, e L,P; s@o os logaritmos neperianos da massa da matéria seca de cada época de
avaliacdo e da época anterior, respectivamente, e (t; — t;) representa o intervalo de dias
entre as duas avaliacdes. A RPF foi obtida através da razdo entre a massa da matéria seca
das folhas em relacdo a de toda a planta, ndo apresentando unidade de medida. A AFE foi
calculada a partir da formula: AFE = (&rea foliar de toda a planta) * (massa da matéria seca
de todas as folhas da planta)™. J4 a formula utilizada para o calculo da TAL foi: TAL = (P,
- Py) * (Af, - Afl)'1 * (LoAfy — LoAf) * (6 — tl)'l, sendo P a massa da matéria seca total, Af
area foliar (CAIRO et al., 2008).
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Figura 1: A - Plantas de Lippia origanoides Kunth da colecdo de plantas aromaticas da
Unidade Experimental Horto Florestal - UEFS; B - Estaca de L. origanoides. C - Estacas
de L. origanoides cultivadas em bandejas de poliestireno; D - Mudas de L. origanoides;,
Plantas transplantadas para sacos de muda; F - Medi¢ao das plantas para a “poda de
padronizagdo”; G - Grupo de plantas constituinte de uma parcela (biorregulador); H -
Isolamento das parcelas para aplicagdo dos biorreguladores vegetais; I - Aplicagdo dos
biorreguladores vegetais através de pulverizador manual; J - Medigdo da altura da planta;
K - Medi¢do da maior raiz da planta; L — Separagao dos orgaos para secagem e pesagem.

Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado em esquema
de parcelas subdivididas, cujas parcelas foram constituidas pelos biorreguladores vegetais
e as subparcelas pelas épocas de coleta, com cinco repetigdes cada, compostas por uma
planta cada, correspondendo a 15 plantas por tratamento, com 90 plantas no total (Figura
1G). Os resultados foram analisados estatisticamente através do programa Sisvar 5.3
(FERREIRA, 2010), primeiramente pelo teste de F e, em seguida, pelo teste de Tukey para
comparar as médias obtidas sob influéncia da época de coleta e pelo teste de Scott-Knott
para comparar as médias obtidas com a utilizacdo dos tratamentos, ambos a 5% de

probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Nao foi verificada significancia do efeito dos tratamentos sobre o comprimento da
maior raiz e massa da matéria seca das inflorescéncias segundo o teste de F (p > 0,05).
Para a varidvel altura de plantas ndo houve interagdao entre os fatores de variacao, apenas
para época de coleta (p < 0,01) e biorreguladores (p < 0,05) de forma isolada. Entretanto,
para a area foliar e massa da matéria seca de folhas, raizes, ramos e total foi constatada
interacdo altamente significativa entre a época de coleta e a aplicagdao dos biorreguladores
(p <0,01) (Anexo B).

A média geral do comprimento da raiz foi 43,31 cm e da massa da matéria seca das
inflorescéncias foi 0,62 g. Os resultados obtidos demonstram que a aplicagdo de BAP,
AAS e AJ promoveu reducdo do alongamento das plantas quando comparadas com as
plantas do tratamento testemunha (Tabela 1). J4 o GAs e Stimulate® ndo promoveram
influéncia significativa sobre a altura das plantas (Tabela 1). Como esperado, houve um
aumento progressivo do tamanho das plantas com o tempo.

O porte reduzido observado nas plantas tratadas com BAP corrobora com a
influéncia deste biorregulador sobre a dominancia da gema apical, j& bem discutida na
literatura, tendo em vista que plantas com maior aporte de citocininas apresentam tamanho
reduzido, menor comprimento dos entrends e maior volume de ramificagdes laterais (TAIZ
& ZEIGER, 2009). Este efeito baseia-se na capacidade desta classe de hormonios vegetais
de intensificar a multiplicacdo das células meristematicas das gemas laterais e a producao
de ramos que competem com o crescimento apical (TAIZ & ZEIGER, 2009). Oliveira et
al. (2005) observaram efeitos semelhantes com a pulverizacao foliar de BAP em plantas de
Passiflora alata Curtis, independentemente da dosagem e da época de avaliacdo, cujo
alongamento do caule foi reduzido em detrimento do crescimento de ramos laterais.

J& o retardo do crescimento em altura das plantas tratadas com AAS e AJ sugere um
fornecimento de um menor aporte de carbono para as vias metabdlicas envolvidas no
crescimento, em detrimento daquelas relacionadas a reagdo a estresses bioticos,
normalmente promovida por esses hormodnios vegetais. O AS, assim como seu derivado
AAS, ¢ um fitormonio que realiza a sinalizacdo de respostas de defesa de plantas sob
ataque, estando envolvido com a ativacdo da resisténcia sist€émica adquirida (TAIZ &
ZEIGER, 2009). Em experimento in vitro com castanha europeia (Castanea sativa Mill.),
Harfouche et al. (2008) constataram que a aplicagdo exodgena de acido acetilsalicilico
promoveu a expressdo de genes de quitinases, enzimas com acao antimicrobiana
relacionadas com a resisténcia a patdgenos, tendo seus genes expressos quando a planta

sofre ataque. Além disso, os autores observaram o aumento da producdo de peroxido de
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hidrogénio nos espacos intercelulares, resposta conhecidamente relacionada aos estresses
bioticos e abidticos em plantas. O AJ € outro conhecido sinalizador da expressdao de genes
de respostas defensivas em plantas e sua aplicagdo exdgena elicita varias vias de sintese de
uma extensa gama de metabolitos secundarios, como terpenoides, alcaloides e flavonoides

(ZHAO et al., 2005).

Tabela 1: Médias de altura e area foliar de plantas de Lippia origanoides Kunth
(Verbenaceae) cultivadas em casa de vegetagdo, submetidas a trés pulverizacdes foliares
com diferentes hormonios e reguladores de crescimento e avaliadas em trés épocas (7, 21 e

35 dias apds a primeira aplicacao). Feira de Santana-BA, 2012.

Tratamento 1*época 2%¢época 3*época Média 1%época 2%¢poca 3*época Média
Altura (cm) Area foliar (dm?)

GA; 45,20 47,80 55,68  49,56a* 0,53aA 0,81bA  0,89aA 0,74

BAP 43,54 47,80 50,00  47,08b 0,55aA  0,47bA  0,75aA 0,59

AAS 45,40 47,26 47,58  46,75b  0,54aA  0,98bA  0,79aA 0,70

Al 44,28 48,14 51,50  47,97b  0,56aA  0,98bA  0,70aA 0,68

Stimulate” 45,56 51,68 57,90  51,21a  0,59aB  0,56bB  1,09aA 0,75

Testemunha 44 .48 54,20 54,96 51,71a  0,52aB 1,41aA 0,67aB 0,86

Média 44,74C  49,46B  52,94A 0,55 0,30 0,81
CV 1 (%) 8,75 36,87
CV 2 (%) 10,37 34,40

*M¢édias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas e maitsculas nas linhas ndo
possuem diferenca significativa a 5% de probabilidade de erro pelos testes de Scott-Knott e Tukey,
respectivamente. GAj: acido giberélico; BAP: 6-benzilaminopurina; AJ: acido jasmonico; AAS:
acido acetilsalicilico; Stimulate®: cinetina, 4cido indolbutirico e GA;; Testemunha: agua destilada.
CV 1: referente as parcelas (biorreguladores) e CV 2: referente as subparcelas (épocas de

avaliacdo).

Para a variavel area foliar ndo houve diferenca entre os tratamentos na primeira e
na terceira €época de coleta, enquanto que na segunda época, todos os biorreguladores
promoveram menor expansao foliar comparados a testemunha (Tabela 1), podendo ser

devido a um estresse momentaneo decorrente do contato direto dos biorreguladores com a
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superficie foliar. Em relagdo as épocas de coleta, apenas o bioestimulante vegetal
Stimulate® promoveu aumento de area foliar ao longo das aplicagdes. As plantas
testemunhas apresentaram maior média desta varidvel na segunda época, retornando ao
estado apresentado na primeira época. Assim como neste trabalho, plantas de soja (Glicine
max L.) tratadas com BAP e Stimulate® apresentaram redugdo na superficie foliar em
comparacdo com plantas testemunha (CAMPOS et al., 2008). Em plantas de Lippia alba
Mill. a aplicagdo de GA; causou aumento linear na area foliar ao longo tempo,
diferentemente do observado com L. origanoides (STEFANINI et al., 2002). Um
comportamento semelhante ao das plantas testemunha do atual trabalho foi observado por
Campos et al. (2008) em plantas de soja ndo tratadas com reguladores vegetais.

Houve aumento na acumula¢do da matéria seca de folhas, ramos, raiz e total ao
longo do tempo, com excecdo da biomassa de folhas de plantas tratadas com AAS e AJ,
assim como os ramos destas Ultimas. As plantas testemunha tiveram aumento da massa da
matéria seca total e de folhas da primeira para a segunda coleta e queda desta para a
terceira coleta, assim como foi observado na sua area foliar. Na primeira coleta, nao houve
diferenga entre dos tratamentos sobre a producdo de matéria seca de folhas, ramos e total
(Tabela 2). Na segunda, estas substancias provocaram uma menor acumulacao de biomassa
comparada a Testemunha. Entretanto, na ultima coleta a aplicacdo de GA; e Stimulate®
promoveu maiores médias de massa da matéria seca de folhas, ramos e total da planta
(Tabela 2).

A auséncia de acumulagdo de biomassa de folhas e ramos ao longo do tempo com o
uso de AAS e AJ pode refletir os custos gerados pela ativacdo de cascatas metabdlicas
envolvidas na resposta de defesa, sinalizada pelo AAS e AJ, para as quais os
fotoassimilados produzidos sdo, em grande parte, desviados do crescimento vegetativo
(CIPOLLINI, et al., 2003).

Os resultados obtidos mostraram que as aplicacdes de AAS, AJ e BAP retardaram o
crescimento de plantas cultivadas de L. origanoides, enquanto que o uso de GA3 e
Stimulate retardaram a acumulagcdo de biomassa das mesmas. Em plantas cultivadas de
Lippia alba Mill. a aplicacdo de GA3 nas concentragdes de 50 e 100 mg L™ ndo promoveu
aumento da massa seca de folhas, ramos, flores e total (STEFANINI et al., 2002).

A massa da matéria seca da raiz na primeira coleta ndo foi alterada pelos
biorreguladores vegetais (Tabela 2). Dentro da segunda coleta, entretanto, os
biorreguladores promoveram redugdo desta variavel, com exce¢do do AAS que ndo causou

diferenga em relagdo a testemunha. No entanto, na terceira coleta a aplicacdo de GA; e de
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BAP promoveu médias de biomassa da raiz maiores que dos demais tratamentos (Tabela

2).

Tabela 2: Médias da massa da matéria seca total, de raiz, ramos e folhas de plantas de

Lippia origanoides Kunth submetidas a trés pulverizagdes foliares com biorreguladores e

avaliadas em trés épocas (7, 21 e 35 dias apoOs a primeira aplicagdo). Feira de Santana-BA,

2012.

Tratamento 1*¢época 2%época 3*época Meédia 1?época 2%época 3%época Média

Massa da matéria seca total (g) Massa da matéria seca das folhas (g)

GA; 6,45aB* 7,73bB 11,56aA 8,59 2,10aB  2,79bAB 3,51aA 2,75
BAP 5,65aB  8,03bA 10,01bA 7,90 1,86aB 2,57bAB 3,15bA 2,48
AAS 6,49aB  9,37bA  9,28bA 8,38 2,07aA  2,94bA  292bA 2,60
Al 6,29aB  7,97bAB 8,70bA 7,65 2,10aA  2,72bA  2,93bA 2,54
Stimulate” 5,76aC  8,00bB 11,69aA 8,48 1,86aB  2,68bB 3,94aA 2,79
Testemunha 6,40aC 11,40aA 9,11bB 8,97 2,25aB  4,16aA 2,97bB 3,08
Média 6,17 8,75 10,06 1,99 2,94 3,20

CV 1 (%) 14,46 20,81

CV 2 (%) 16,37 21,51

Massa da matéria seca dos ramos (g) Massa da matéria seca da raiz (g)

GA; 2,44aB  2,80bB  4,84aA 3,36 1,52aB  1,51bB  2,71aA 1,91
BAP 2,21aB  3,22bAB 3,77bA 3,06 1,34aB  1,64bB  2,30aA 1,76
AAS 2,41aB  3,52bA  3,69bA 3,21 1,34aB  2,38aA  2,05bA 1,92
Al 2,36aA  2,92bA  3,34bA 2,87 1,21aB  1,88bAB 1,75bA 1,61
Stimulate® 2,33aB  3,15bB  4,63aA 3,37 1,21aB  1,53bAB 2,02bA 1,58
Testemunha 2,24aB  4,47aA  3,59bA 343 1,31aB  2,38aA 1,97bA 1,89
Média 2,33 3,34 3,98 1,32 1,88 2,13

CV 1 (%) 26,08 22,50

CV2 (%) 20,89 23,40

*Meédias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas colunas e maitisculas nas linhas nao diferem
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significativamente a 5% de probabilidade de erro pelo teste de Scott-Knott e Tukey,
respectivamente. GA;: acido giberélico, BAP: 6-benzilaminopurina; Al: acido jasmonico; AAS:
acido acetilsalicilico; Stimulate™: cinetina, acido indolbutirico e GA;; Testemunha: dgua destilada.
CV 1. referente as parcelas (reguladores de crescimento) ¢ CV 2: referente as subparcelas (épocas

de avaliagdo).

Aumento na massa seca das raizes com o uso de GAj3 (94,13 pumol L") também foi
observado por Carvalho et al. (2005) em duas cultivares de banana (Musa spp.). Porém,
mudas de pessegueiro (Prunus persica L.) tratadas com cinco concentracdes de GA; (0,
50, 100, 150 e 200 mg L) apresentaram reducao da biomassa das raizes com o uso do
fitorregulador (JUNIOR et al., 2008).

O aumento obtido com BAP na terceira coleta, apesar de as citocininas
apresentarem acao inibidora do alongamento da raiz, pode ser explicado pela capacidade
desta classe de biorreguladores vegetais de induzir da divisdo celular e o crescimento
inicial de gemas laterais (TAIZ & ZEIGER, 2009). Assim, tendo em vista que a origem
anatomica das raizes das plantas utilizadas no atual experimento foi de células
meristematicas de gemas laterais, a BAP, possivelmente, promoveu o aumento da matéria
seca da raiz através do estimulo a proliferacdo destas células e, consequentemente, do
aumento do niumero de raizes adventicias destas plantas.

A taxa de crescimento relativo (TCR), em relacdo a matéria seca total revelou que
os biorreguladores vegetais provocaram uma atenua¢ao do ritmo de crescimento inicial
das plantas comparados com o tratamento sem biorreguladores (Figura 2A). A TCR de
plantas do tratamento testemunha apresentou uma rapida elevagdo, alcangando o ponto
maximo proximo dos 21 dias da primeira aplica¢do seguida, a partir dai, por uma intensa
reducdo deste indice. O rapido incremento da TCR seguido de reducdo também foi
observado por Povh & Ono (2008) em plantas de salva (Salvia oficiales L.), por Barreiro
et al. (2006) em plantas de manjericao (Ocimum basilicum L.) e por Campos et al. (2008)
em cultivo de soja (Glicine max L.). As plantas submetidas aos tratamentos com BAP,
AAS e AJ apresentaram aumento na TCR até os 21 dias, embora inferior ao observado no
tratamento controle, seguido de reducdo a partir desse periodo (Figura 2A). A aplicagdo de
GA;, apesar de promover uma reducdo na TCR inicialmente, promoveu aumento a partir
dos 21dias. Por outro lado, nas plantas tratadas com Stimulate®™ verificou-se um aumento
continuo desse parametro durante todo o periodo analisado (Figura 2A). Aos 35 dias da

primeira avaliacdo, todas as plantas tratadas com biorreguladores vegetais apresentaram
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TCR maiores que as plantas ndo tratadas (Figura 2A).

A TCR revela o quanto a planta produziu de matéria seca durante um determinado
periodo, considerando as massas pré-existentes (CAIRO et al., 2008). Na avaliacdo do
crescimento de uma cultura o célculo desse parametro ¢ de grande importancia, tendo em
vista que permite visualizar a eficiéncia de determinado tratamento sobre a acumulagao de
matéria organica, sendo, portanto, uma medida indireta da eficiéncia da planta na
assimilagdo liquida de carbono durante um periodo definido (CAIRO et al., 2008). Para
Barreiro et al. (2006) e Povh & Ono (2008) o aumento da TCR pode ser atribuido a
elevagdo da taxa fotossintética das plantas ou a reducao da taxa respiratoria. Os resultados
obtidos nesse trabalho apontam para um efeito biorregulador do BAP, AAS, Al e,
sobretudo, do GA; e Stimulate® na acumulagio de biomassa em plantas de L. origanoides
a partir da terceira aplicacdo, o que poderd se refletir no aumento da produgdo de o6leos
essenciais dessa espécie.

A taxa assimilatoria liquida (TAL) apresentou o mesmo comportamento observado
pela TCR para todos os tratamentos (Figura 2B), o que ¢ esperado tendo em vista que a
area foliar foi pouco afetada pela aplicacdo dos biorreguladores, com diferengas nao
significativas na primeira e terceira avaliagdo (Tabela 1). A TAL reflete o quanto cada
decimetro quadrado de folha produziu de biomassa total em cada periodo (CAIRO et al.,
2008). A partir dos resultados obtidos, infere-se que o sistema fotossintético das plantas de
L. origanoides teve sua eficiéncia reduzida nas primeiras aplicacdes foliares dos
biorreguladores e, em consequéncia, apresentaram menor acumulagido de biomassa. Apds
a segunda aplicacdo verificou-se, contudo, que todos os tratamentos contendo
biorreguladores promoveram valores de TAL acima do verificado no controle (Figura 2B),
sugerindo que esses produtos induziram um superdvit na fixacdo de carbono por um
periodo maior, embora apenas o GAj3; e o Stimulate® tenha levado a diferencas
significativas na acumulagdo de massa seca total nas plantas aos 35 dias da primeira

aplicagdo (Tabela 2).
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Figura 2: A - Taxa de crescimento relativo (TCR) da massa da matéria seca total, B - taxa
assimilatoria liquida (TAL), C - area foliar especifica (AFE) e D - razdo do peso foliar
(RPF) de plantas cultivadas de Lippia origanoides Kunth submetidas a trés pulverizagdes
foliares com 4&cido salicilico (AAS), acido giberélico (GA3), acido jasmonico (AlJ),
Stimulate®, 6-benzilaminopurina (BAP) e 4gua destilada (Testemunha), avaliadas em trés

épocas (7, 21 e 35 dias apds a primeira aplicagdo). Feira de Santana-BA, 2012.

A area foliar especifica (AFE) de plantas ndo tratadas com os biorreguladores
apresentou um intenso aumento até 21 dias da primeira aplicagdo, com a redugdo
subsequente deste parametro a partir desse periodo. Plantas tratadas com AJ, AAS, GA3,
BAP e Stimulate® apresentaram AFE maior que a observada no tratamento controle
apenas a partir dos 35 dias da primeira aplicacdo dos biorreguladores (Figura 2C), sendo
que as maiores diferencas obtidas nesse periodo, foram observadas nas plantas tratadas

com GAj; e Stimulate®. A AFE é uma relagdo entre a superficie e o peso das folhas e, desta
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forma, representa a espessura do tecido fotossintético da planta (CAIRO et al., 2008).
Assim, os resultados obtidos com GA; e Stimulate® para esse pardmetro refletem o efeito
positivo desses biorreguladores sobre a acumulagdo de massa seca nas folhas aos 35 dias
apods a primeira aplicacdo (Tabela 2), bem como do efeito negativo dos biorreguladores
estudados sobre a espessura foliar aos 21 dias apds a primeira aplicagdo (Tabela 1).
Respostas divergentes foram observadas em plantas de manjericao, nas quais a aplicagao
de cinetina, uma citocinina sintética, promoveu o aumento dos valores de AFE
(BARREIRO et al., 2006) e em plantas de soja, as quais ndo tiveram a espessura foliar
influenciada pelo uso de reguladores vegetais (CAMPOS et al., 2008).

A razdo de peso foliar (RPF) das plantas ndo tratadas com biorreguladores
apresentou comportamento semelhante a TAL, com aumento até o 21° dia apds a primeira
aplicacdo, seguido de queda. Plantas tratadas com GAj; apresentaram o mesmo
comportamento em relagdo ao observado nas plantas ndo tratadas com biorreguladores,
porém com valores inferiores durante todo o periodo (Figura 2D). Apenas os tratamentos
com AJ e Stimulate” induziram valores de RPF acima do observado nas plantas controle,
aos 35 dias apos a primeira aplicagdo (Figura 2D). A RPF representa a porcao foliar da
massa da matéria total da planta, demonstrando o investimento feito pela planta na
producdo de estruturas fotossintetizantes (CAIRO et al., 2008). Desta forma, infere-se que
a aplicacdo dos biorreguladores testados promoveu uma redugdo da massa de folhas em
relagdo a massa total da planta, embora isso ndo tenha se refletido na eficiéncia de fixagao

do carbono durante todo o periodo analisado.

CONCLUSOES

A aplicacdo foliar de biorreguladores vegetais ¢ uma técnica viavel para
manipulacdo do crescimento de plantas de Lippia origanoides Kunth. Pulverizag¢des
foliares de BAP, GA3, AAS, Al ¢ Stimulate® aumentam a eficiéncia na acumulagdo de
massa seca destas plantas 35 dias ap6s a primeira aplicacao. A aplicacdo de BAP, AAS e

Al reduz a crescimento em altura das plantas desta espécie;
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Brasil.

RESUMO: Considerando a utilizacdo popular de Lippia origanoides no tratamento de
doengas respiratorias e gastrointestinais, € a acdo antisséptica de seu 6leo essencial, este
trabalho objetivou avaliar o efeito de pulverizagdes foliares com substancias reguladoras
do metabolismo vegetal sobre a producao de oleo essencial e a sua composi¢ao quimica
em plantas de L. origanoides. As plantas receberam trés pulverizagdes foliares, com
intervalos de 14 dias, dos tratamentos: acido giberélico (100 mg L-'); 6-benzilaminopurina
(100 mg L-'); acido jasmonico (0,105 mg L-'); acido acetilsalicilico (90,08 mg L-');
Stimulate® (2%) e dgua destilada (Testemunha). Sete dias apds cada aplicagdo, trés plantas
foram coletadas de forma aleatoria de cada tratamento e tiveram a parte aérea colhida e as
folhas e inflorescéncias utilizadas para a obtencao do 6leo essencial por hidrodestilacdo,
tendo seu rendimento por planta e teor na matéria seca calculados e analisados
estatisticamente. Posteriormente, foram identificados e quantificados os componentes
quimicos de cada repeti¢do, tendo as concentracdes dos componentes majoritarios
analisadas estatisticamente. O 4cido jasménico e o Stimulate® promovem os maiores teores
de Oleo essencial em L. origanoides. Os componentes majoritdrios do o6leo foram
carvacrol, y-terpineno, p-cimeno, (E)-cariofileno, biciclogermacreno e timol. Em geral, as
concentracdes destes compostos variam com a época de colheita e com a aplicacao dos

biorreguladores 6-bezilaminopurina, 4cido acetilsalicilico, 4cido jasménico e Stimulate®.

Palavras-chave: Planta medicinal, alecrim-de-tabuleiro, metabolismo secundario.

ABSTRACT: Having in mind the popular use of Lippia origanoides in the treatment of
respiratory and gastrointestinal ailments, and the antiseptic action of its essential oil, this

study aimed to evaluate the effect of leaves sprays with substances that stimulate plant
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metabolism on the production of essential oil and its chemical composition of plants of this
species under cultivation. The plants received three sprays, at 14 days of intervals, of the
treatments: gibberellic acid (100 mg L), 6-benzylaminopurine (100 mg L), jasmonic
acid (0.105 mg L"), acetylsalicylic acid (90.08 mg L); Stimulate® (2%) and distilled
water (control). Seven days after each application, three random plants aerial parts from
each treatment were harvested and the leaves and flowers used to obtain the essential oil
by hydrodistillation, and its yield per plant and content in dry matter calculated and
analyzed statistically. Subsequently, we identified and quantified the chemical components
of each repetition, and the concentrations of the major components analyzed statistically.
The Stimulate® and jasmonic acid promoted the greatest concentration of oil at the last
cropping season. The major components were carvacrol, y-terpinene, p-cymene, (E)-
caryophyllene, bicyclogermacrene and thymol. In general, the concentrations of these
compounds vary with the harvest season and the application of bioregulators 6-

bezilaminopurina, acetylsalicylic acid, jasmonic acid and Stimulate®.

Keywords: Medicinal plant, alecrim-de-tabuleiro, secondary metabolism.

INTRODUCAO

O género Lippia, familia Verbenaceae, compreende 200 espécies de ervas, arbustos
e pequenas arvores distribuidas principalmente na América do Sul e Central e Africa
(JUDD et al., 2007). Destas espécies, 35 sdo encontradas no semiarido brasileiro
(GIULIETTI et al., 2006). Muitas de suas espécies apresentam extenso uso popular como
plantas medicinais e condimentares, produzindo metabdlitos secundarios com ampla acao
biologica (PASCUAL et al., 2001).

Lippia origanoides Kunth (1818) (sin. Lippia berteroi Spreng. (1825), Lippia
microphylla Benth. (1840), Lippia schomburgkiana Schauer (1847) e Lippia origanoides
var. sampaionis Herter (1916)) segundo Govaerts & Atkins (2012)), conhecida
popularmente como alecrim-de-tabuleiro, ¢ encontrada em paises da América do Sul, como
Colombia, Venezuela, Brasil e Guiana (PASCUAL et al., 2001), apresentando elevado
potencial fitoquimico. Esta espécie tem amplo uso na medicina popular no tratamento de
desordens gastrointestinais ¢ complicacdes respiratorias, sendo ainda utilizada como
antisséptico em geral (PASCUAL et al., 2001; AGRA et al., 2007).

Além de outros compostos com agdo citotoxica contra células neoplasicas
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(SANTOS et al., 2003), antioxidantes e inibidoras da acetilcolinesterase (MORALIS et al.,
2008), este arbusto aromatico ¢ produtor de 6leo essencial, composto principalmente por
carvacrol, timol, p-cimeno e y-terpineno (OLIVEIRA et al., 2007), compreendendo de
1,0% (OLIVEIRA et al., 2007) a 4,6% (CAVALCANTE et al., 2009) da matéria seca das
folhas, com ac¢do contra bactérias, fungos (OLIVEIRA et al., 2007) e protozoarios
patogénicos e células neoplasicas humanas (ESCOBAR et al., 2010).

Apesar do grande potencial econdmico e farmacologico, ainda ndo existem
metodologias agricolas especificas para essa espécie, que possibilitem seu cultivo ou
exploragdo sustentavel e, consequentemente, sua utilizagdo industrial de maneira viavel.
No cultivo de plantas medicinais ¢ importante a realizagdo de praticas agricolas adequadas
que possibilitem a manutencdo da qualidade do material vegetal produzido e, para tanto,
faz-se necessaria a adogdo de procedimentos especificos para cada espécie (CORREA
JUNIOR & SCHEFFER, 2001), tendo em vista que o rigor em relagdo a qualidade da
matéria-prima utilizada na produgao de fitoterapicos ¢ cada vez mais alto, considerando
que a qualidade do medicamento depende diretamente da qualidade da matéria-prima
utilizada (MONTANARI Jr, 2001).

Virios aspectos sdo levados em conta quando se refere a qualidade do material
vegetal na produgdo de fitoterapicos, sendo o teor do principio ativo nos tecidos o mais
relevante e o que tem limitado a produgdo comercial em muitas espécies (MAGALHAES,
2001). Assim, visando aumentar a produtividade de culturas de plantas com metabolitos
secundarios de interesse comercial, como os Oleos essenciais, estudos vém testando
metodologias que intensifiquem os processos fisiologicos ligados a sintese destes
compostos. Diferentes épocas de colheita (COSTA et al., 2007) e aplicagdes de hormonios
e reguladores vegetais de crescimento (SILVA et al., 2005; SCAVRONI et al., 2006), bem
como de substancias sinalizadoras de ataque de patogenos e herbivoros em plantas
(DESCHAMPS & SIMON, 2006) vem sendo investigadas em culturas com esta
finalidade.

Para a espécie Lippia origanoides, assim como a maior parte das plantas medicinais
nativas do Brasil, este tipo de estudo encontra-se ainda bastante escasso. Portanto, este
trabalho objetivou a investigagcdo do efeito de pulverizagdes foliares de plantas cultivadas
de Lippia origanoides Kunth com biorreguladores vegetais sobre o conteido e a

composi¢ao de oleo essencial em trés épocas de colheita.
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MATERIAL E METODOS

As plantas utilizadas neste experimento foram produzidas por propagacao
vegetativa (Figura 1.B-C), a partir de estacas apicais de espécimes da Coleg¢dao de Plantas
Aromaticas da Unidade Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira
de Santana, Bahia, Brasil (Figura 1.A) (identificag¢do realizada pela taxonomista Tania
Regina dos Santos Silva, com Voucher depositado no HUEFS sob niimero 83.373).

O experimento foi realizado em Feira de Santana-BA, com temperatura anual
média da regido de 24°C e a pluviosidade média de 848 mm, estando a 257 metros de
altitude na latitude de 12°16°00” Sul e longitude de 38°58°00” Oeste. Mudas com 45 dias
de cultivo (Figura 1.D) foram transplantadas para tubos de PVC (cloreto de polivinila
rigido) com 60 cm de altura, 25 cm de didmetro e capacidade para 15 litros, amparados por
pratos plasticos (Figura 1.E). Os tubos foram preenchidos com terra vegetal e esterco
bovino na proporcao de 5:1 e fertilizante superfosfato simples (18% de P,Os) na proporcao
de 1 kg por m® da mistura.

Oito meses apods o transplante iniciou-se a aplicacdo dos tratamentos, realizando-se
trés aplicagdes com 14 dias de intervalo entre elas. Os tratamentos foram aplicados entre
os horarios de seis e sete da manha com pulverizador de pressdo manual com capacidade
de 0,5L, aplicando-se o volume de 15 mL por planta, sobre as folhas, deixando-as com
aspecto orvalhado (Figura 1.F). Os tratamentos testados foram: acido giberélico (GAs) a
100 mg L™, 6-benzilaminopurina (BAP) a 100 mg L™, 4cido jasménico (AJ) a 0,105 mg L
! acido acetilsalicilico (AAS) a 90,08 mg L™ ¢ o bioestimulante vegetal Stimulate® a 2%
(composto por 0,09 g L de cinetina, 0,05 g L de 4cido indolbutirico e 0,05 g L de
GA;). Como controle, as plantas foram pulverizadas com o mesmo volume de agua
destilada..

Passados sete dias de cada aplicacdo, a parte aérea de trés plantas, sorteadas
aleatoriamente dentro de cada tratamento, foi coletada e encaminhada ao Laboratorio de
Produtos Naturais e Bioativos (UEFS) para obtencdo do 6leo essencial. Para tanto, foi
realizada 3 horas de hidrodestilagdo em aparelhos tipo Clevenger (Figura 1.H-I),
utilizando-se folhas e inflorescéncias frescas de cada planta (Figura 1.G), totalizando trés
amostras por tratamento em cada época de colheita. Posteriormente, a fase oleosa foi
separada do hidrolato através de adig¢do por trés vezes de 3 mL de diclorometano, com
separacao das fazes com funil de separagdo (Figura 1.J). Finalmente, foi adicionado cerca

de 0,05 g de sulfato de sddio anidro a solu¢do contendo o6leo e diclorometano. Apds ser
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filtrada, permaneceu em camara com circulacdo de ar por 24 horas a temperatura ambiente
para a evaporacao do solvente (Figura 1.K), sendo pesado o dleo essencial restante. Um
grama do material vegetal de cada repeticao foi anteriormente separado e levado a estufa
com circulagdo forgcada de ar a 70°C até peso constante, para o calculo da porcentagem de
umidade do material utilizado. O teor de dleo essencial foi calculado a partir da féormula:
Teor = massa do 6leo essencial / massa da matéria seca do material vegetal utilizado * 100.
O rendimento de 6leo essencial por planta correspondeu a massa de 6leo essencial obtido
de folhas e inflorescéncias de cada planta.

A identificagdo e a quantificagdo dos componentes do o6leo essencial foi feita
através da combinagdo de aparelho Cromatografo a gas Varian CP-3380 (Figura 1.L),
operando com sistema de processamento de dados Star Integrator (versdo 4.51), equipado
com detector de ioniza¢do de chama (DIC) e coluna capilar Chrompack CP-SIL 5 (30m x
0,5mm, espessura de filme 0.25 pum), e de aparelho Cromatdgrafo a gas Shimadzu CG-
2010 acoplado a Espectrometro de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu, com injetor
automatico AOC-500, utilizando coluna capilar DB-5ms (30m x 0,25mm, espessura de
filme 0.25um), pertencente a Universidade Federal de Sergipe, Aracaju - SE. Ambos os
aparelhos foram programados com temperatura do forno: 60°C a 240°C (3°C/min), 240°C
(20min); temperatura do injetor 220°C; gas de arraste hélio (ImL/min); relagao de split de
1:50 a 1:200; temperatura da interface: 240°C; temperatura da fonte de ionizagdo: 240°C;
energia de ionizagdo 70 eV; corrente de ionizagdo: 0,7kV. Cada pico do cromatograma foi
identificado pelo seu espectro de massas, por comparagdo com a biblioteca do
equipamento (Wiley Nist 21 e Nist 72), através de verificacdo de indice de Kovats
calculado em fontes da literatura (ADAMS, 1995; JOULAIN & KONIG, 1998) e inje¢des
de padrdes auténticos. Os seis componentes majoritarios tiveram as suas concentragdes
analisadas estatisticamente em relagdo aos tratamentos aplicados.

A massa da matéria seca de folhas e inflorescéncias, o rendimento de 6leo essencial
por planta, o teor de 6leo essencial na matéria seca das folhas e flores e as concentragdes
dos componentes majoritarios foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F e
posteriormente aos testes de média Scott-Knott, para comparagao entre os biorreguladores
vegetais, ¢ ao teste de Tukey para comparacdo entre as ¢épocas de colheita,
respectivamente, a 5% de probabilidade de erro, utilizando o programa Sisvar 5.3

(FERREIRA, 2010).



Figura 1: A - Plans‘de Lippia origanoides Kunth da cole¢do de plantas aromaéticas da
Unidade Experimental Horto Florestal - UEFS; B - Estaca de L. origanoides. C - Estacas
de L. origanoides cultivadas em bandejas de poliestireno; D - Mudas de L. origanoides; E
— Plantas cultivadas em tubos de PVC em casa de vegetagao; F — Pulverizagao manual dos
biorreguladores sobre a parte aérea das plantas; G — Separagdo de folhas e inflorescéncias
para obtengdo do 6leo; H — Aparelho de hidrodestilagdo tipo Clevenger; I — Oleo essencial
obtido apds 3 horas de destilacdo; J — Separagdo liquido/liquido (6leo essencial +
diclorometano/hidrolato); K — Camara com circulagdo de ar; L — Cromatografo a gas.

Feira de Santana-BA, 2012.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema de parcelas
subdivididas, no qual os biorreguladores vegetais constituiram as parcelas e as épocas de
colheita as subparcelas. Para cada época foram utilizadas trés repeticdes por tratamento,

constituidas por uma planta cada, totalizando 54 plantas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo os resultados da analise de varidncia, a interagdo entre os biorreguladores
vegetais e as épocas de colheita, assim como estes fatores de variagdo de forma isolada,
nao foram significativos para a varidvel massa da matéria seca de folhas e inflorescéncias
(p > 0,05). Porém, para a varidvel rendimento de 6leo essencial por planta a interagdo
mostrou-se significativa (p < 0,05) e para o teor de 6leo essencial mostrou-se altamente
significativa (p <0,01) (Anexo C).

A média geral de massa da matéria seca de folhas e inflorescéncias foi de 27,17g
por planta. O rendimento de 6leo essencial por planta na primeira e na terceira época de
colheita ndo apresentou alteracdo em relagdo a utilizacdo das substancias estimuladoras
aplicadas (Tabela 1). Na segunda época, o uso de BAP, AAS, AJ e Stimulate® promoveu
redu¢do no rendimento de 6leo essencial por planta em relagdo ao tratamento testemunha.

Em rela¢do a época de colheita, o rendimento de 6leo do tratamento testemunha
apresentou um aumento da primeira para a segunda, seguido de um regresso ao nivel
inicial observado na terceira colheita. Com o uso de AJ ¢ AAS nao foi constatado alteracao
do rendimento ao longo do tempo. Por outro lado, os biorreguladores vegetais BAP,
Stimulate® ¢ GA; promoveram o aumento do rendimento na terceira colheita em relagdo a
primeira. O rendimento de 6leo essencial por planta apresentou coeficientes de variagdo
elevados, provavelmente devido a diferencas aleatérias no crescimento inicial das plantas,
antes da aplicacdao dos tratamentos, tendo em vista que estas plantas ndo sofreram poda
para padronizacao do tamanho para nao causar influéncia na produgdo e composicao do
oleo.

Plantas da espécie Ocimum selloi Benth. ndo tratadas com biorreguladores
apresentaram comportamento quadratico em relacdo ao tempo de coleta, semelhante ao
observado nas plantas testemunha do presente trabalho (COSTA et al., 2007). Diferente
dos resultados obtidos no atual estudo, a aplicagdo de 100 mg L™ de GA; em plantas de
Salvia officialis L. promoveu o aumento do rendimento de 6leo por planta comparado a
plantas controle, observado também com a aplicacio de Stimulate®. Por outro lado, o uso
de 100mg L de BAP também ocasionou redugdo na produtividade de terpenos volateis

nestas plantas (POVH & ONO, 2008).
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Tabela 1: Média de massa da matéria seca, rendimento e teor de 6leo essencial de folhas e
inflorescéncias de plantas cultivadas de Lippia origanoides Kunth submetidas a
pulverizacdes foliares com acido giberélico (GAj), 6-benzilaminopurina (BAP), acido
acetilsalicilico (AAS), acido jasmonico (AJ), Stimulate® e agua destilada (Testemunha),

em trés épocas de colheita. Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.

Tratamento Colheitas Média

1* época 2% época 3% época

Massa da matéria seca de folhas e inflorescéncias (g)

GA; 22,64 33,48 32,24 29,45
BAP 11,45 20,72 24,47 18,88
AAS 19,68 18,96 23,29 20,64
Al 34,84 22,25 20,73 25,94
Stimulate® 16,52 12,31 27,80 18,87
Testemunha 23,18 34,15 25,32 27,55
Média 21,38 23,64 25,64

Rendimento de 6leo (g planta™)
GA; 0,417aB* 0,704aAB 0,879aA 0,667
BAP 0,247aB 0,434bA 0,584aA 0,422
AAS 0,438aA 0,475bA 0,672aA 0,528
Al 0,476aA 0,483bA 0,681aA 0,547
Stimulate® 0,216aB 0,323bB 0,841aA 0,460
Testemunha 0,581aB 1,007aA 0,579aB 0,722
Média 0,396 0,571 0,706
CV 1 (%) 38,62
CV 2 (%) 31,77

Teor de 6leo (%)

GA; 2,13aB 2,13cB 2,74bA 2,33
BAP 2,22aA 2,04cA 2,35cA 2,20
AAS 2,24aB 2,49bAB 2,89bA 2,54
Al 1,30bC 2,14cB 3,28aA 2,24
Stimulate® 1,33bC 2,60bB 3,16aA 2,36
Testemunha 2,36aB 2,99aA 2,32cB 2,56
Meédia 1,93 2,40 2,79
CV 1 (%) 10,09
CV 2 (%) 10,63

*Meédias seguidas por mesma letra minuscula nas colunas e maiuscula nas linhas nao t€m diferencga
estatistica segundo os testes de Scott-Knott e Tukey, respectivamente, a 5 % de probabilidade de

erro. CV1: referente as parcelas (estimulador), CV2: referente as subparcelas (épocas de colheita).
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Em relacdo ao teor de oleo essencial, na primeira colheita os biorreguladores
vegetais AJ e Stimulate® promoveram reduzida porcentagem de 6leo em folhas e
inflorescéncias em relagdo aos demais tratamentos (Tabela 1). Na segunda época, todos os
biorreguladores vegetais promoveram teores inferiores quando comparados a testemunha.
J& na terceira colheita, as aplicacdes de GA3 AAS, Al e Stimulate® promoveram aumento
do teor de oleo de 18%, 24%, 70% e 70%, respectivamente, comparados a testemunha. Em
relacdo as épocas de colheita, a utilizacdo de GAj3, AAS, AJ e Stimulate® promoveu
aumento do teor de 6leo ao longo do tempo, enquanto que com o uso de BAP ndo houve
alteracdo desta variavel entre as colheitas. Sem o uso de biorreguladores vegetais, o teor de
0leo apresentou aumento da primeira para a segunda e redu¢do da segunda para a terceira
época (Tabela 1).

O comportamento na acumulagdo de 6leo essencial observado em plantas do
tratamento testemunha também foi observado em plantas ndo tratadas de Ocimum selloi
Benth., havendo uma idade intermediaria com maior produtividade (COSTA et al., 2007).
O conteudo de Oleo essencial é um carater bastante variavel, sofrendo influéncia de
diversos fatores, como condi¢des ambientais, hora e periodo de colheita. Isto foi observado
para a espécie L. origanoides, que no Para apresentou teor de 6leo de 1% da massa seca
das folhas (OLIVEIRA et al., 2007), no Piaui apresentou teor de 4,6% (CAVALCANTE et
al., 2009) e na Coldémbia, variou de 1,0% a 4,4% (ESCOBAR et al., 2010). Seu teor
também apresentou variacao de 1,5%, 0,7% e 1,3% ao longo do dia (SILVA et al., 2009).

Em relagcdo a aplicagdo de biorreguladores , a resposta da acumulacdo de oleo
essencial apresenta alta divergéncia entre espécies e ao tempo de colheita. Plantas de Rosa
damascena Mill. tratadas com cinetina (citocinina) e acido naftalenoacético (auxina)
apresentaram aumento do conteudo de 6leo essencial da matéria fresca, porém, com o uso
de GA; foi observada redugdo no teor destes metabolitos (SAFFARI et al., 2004). Por
outro lado, Scavroni et al. (2006) observaram menor acumulagdo de 6leo essencial em
detrimento da produgdo de matéria seca da parte aérea de plantas de Mentha piperita L.
com o uso de 50 mg L da citocinina BAP aos 15 e 30 dias apds a implantagdo do
experimento. Com o uso de 50 mg L™ de GA; foi observado aumento na acumulagdo de
biomassa da parte aérea no 30° dia, porém, sem afetar a porcentagem de 6leo essencial.

O mecanismo de ag¢do de giberelinas sobre a produgdo de oleos essenciais ainda
ndo estd bem estabelecido. Sabe-se, contudo, que a aplicagdo exdgena de giberelinas em
plantas provoca a inibi¢do da produ¢do de enzimas de sintese e aumento da sintese de

enzimas de degradacdo destes hormonios (TAIZ & ZEIGER, 2009). Tendo em vista que as
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giberelinas sdo compostos terpénicos e sua via inicial de sintese até a produgdo de
geranilgeranil difosfato ¢ a mesma de muitos compostos dos 6leos essenciais (TAIZ &
ZEIGER, 2009), sugere-se que a reducdo na producao destes fitormdnios provocada pela
aplicacdo exodgena reduziu a competicdo por substrato entre estas vias, culminando na
elevagdo da sintese e acumulacdo de o6leos essenciais observada nas plantas de L.
origanoides tratadas com GAj e Stimulate® na terceira época de colheita. O maior teor
observado com o uso deste Ultimo pode ser atribuido a um sinergismo entre os reguladores
presentes neste bioestimulante vegetal, causando a potencializagdo do resultado obtido so6
com a aplicagdo de GAs;.

A influéncia do AJ sobre a producdo de metabdlitos de defesa estd bem
estabelecida, atuando na fisiologia da resposta ao ataque de organismos patogénicos €
herbivoros na planta (ZHAO et al., 2005). Este composto ¢ sintetizado através de uma
cadeia de reagdes quimicas ativada pelo reconhecimento por receptores de membrana de
substancias oriundas do organismo agressor ¢ pelo dano a membrana celular vegetal
causado por herbivoria ou fitopatogenos (YUE et al., 2001; ZHAO et al., 2005). O Al ¢
seu derivado, o metil jasmonato, provocam uma série de alteracdes citoplasmaticas que
culmina na expressdo de genes de defesa, com isso, ativando a sintese de metabolitos
secundarios como alcaloides, terpenoides e flavonoides (ZHAO et al., 2005).

De maneira semelhante, o aumento do teor de 6leo provocado por AAS deve estar
associado a ativacdo, por este sinalizador vegetal, de defesas contra organismos parasitas
ou predadores de plantas, podendo este aumento estar relacionado com a resposta
sistémica adquirida (RSA). A RSA ¢ conhecidamente promovida apos sinalizagdo quimica
realizada pelas células vegetais danificadas através da producdo e difusdo do AS para as
células intactas, ativando nestas ultimas mecanismos de prote¢do especificos contra o
determinado organismo (ZHAO et al., 2005; TAIZ & ZEIGER, 2009; MENEZES, 2009).

Cromatograma de uma das amostras encontra-se no anexo D e o quadro contendo
todos os componestes quantificados com suas concentragcdes em cada tratamento por época
de colheita esta disposto no anexo E. Os componentes identificados nos 6leos essenciais
produzidos neste experimento sdo apresentados no quadro 1. No presente estudo, foi
quantificado no total 85 compostos dos quais 22 foram identificados correspondendo a
93,77% do oleo essencial. Os compostos encontrados em maior concentragdo foram
carvacrol (46,39%), y-terpineno (9,99%), p-cimeno (8,15%), (E)-cariofileno (4,72%),
biciclogermacreno (18) (4,73%) e timol (3,80%). Oliveira et al. (2007) também

verificaram em plantas de L. origanoides cultivadas no estado do Pard a ocorréncia de
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carvacrol como composto majoritario (38,6%), porém, o composto com segunda maior
concentracdo foi o timol (18,5%), seguido pelo p-cimeno (10,3%) e pelo y-terpineno
(4,1%). Os constituintes majoritarios de plantas desta espécie coletadas no estado do Piaui
identificados por Cavalcante et al. (2009) foram carvacrol, correspondendo a 43,96% do
6leo, 1,8-cineol com 22,75%, y-terpineno com 8,87%, metil timol com 7,08% e acetato de

carvacrol (19) com 4,60% (Figura 2).
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Figura 2: Fomulas estruturais de biciclogermacreno (18) e acetato de carvacrol (19). Feira

de Santana-BA, UEFS, 2012.

Em andlise fitoquimica de seis amostras de 6leo essencial obtidas de plantas de L.
origanoides coletadas em diferentes locais da Coldmbia, Escobar et al. (2010) constataram
uma grande variabilidade na composi¢do e concentragdo dos terpenos majoritarios p-
cimeno (11,2 - 15,7%), y-terpineno (1,5 — 13,2%), timol (0 — 53,6%) e carvacrol (0 —
46,2%). Dentre as amostras estudadas, trés apresentavam o carvacrol como composto
majoritario tendo duas destas o timol em alta concentracdo e uma em que este composto
nao foi detectado; uma amostra possuiu o timol como majoritdrio € o carvacrol em
concentracdo abaixo de 1% e ndo detectada; e em duas outras o timol e o carvacrol
aparecem em concentracdes bastante reduzidas, tendo o carvacrol ausente em uma delas.

Os autores agruparam estas amostras em dois grupos distintos de quimiotipos, um
composto pelas amostras que possuiam pelo menos um dos compostos timol e carvacrol
como majoritario € o outro contendo as amostras nas quais ambos estavam em
concentrac¢do reduzida (ESCOBAR et al., 2010). Oliveira et al. (2007) também atribuem a
ocorréncia de trabalhos com o6leo essencial de L. origanoides contendo o timol como
composto majoritario a existéncia de quimiotipos para a espécie.

A andlise de variancia para a concentracdo dos seis componentes majoritarios
revelou que ndo houve interagdo significativa entre os fatores de variagdo estudados no

atual experimento para nenhum destes compostos (p > 0,05). Para os componentes timol e
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carvacrol, ambos os fatores de variagdo apresentaram influéncia sobre as concentragdes de
maneira isolada (p < 0,01). Porém, para p-cimeno e y-terpineno, apenas a época de colheita
promoveu agao sobre as concentragdes (p < 0,01). Ja para o biciclogermacreno somente 0s
biorreguladores vegetais tiveram efeito significativo sobre as concentragdes (p < 0,05).
Para o (E)-cariofileno tanto os biorreguladores vegetais quanto as €pocas de colheita ndo

apresentaram efeito sobre sua concentragao (p > 0,05) (Anexo C).

Quadro 1: Componentes quimicos identificados e seus respectivos indices de Kovats
calculados (IK¢), indices de Kovats da literatura (Ik;), amplitudes e médias de suas
concentracdes dos 6leos essenciais das plantas de Lippia origanoides Kunth produzidas

no experimento. Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.

Compostos IKc Iky Amplitude (%) Meédia Geral (%)
(E)-2-hexenal 850 855 0,46 —1,38 0,90
o-fencheno 955-954 952 0,05-0,54 0,30
mirceno 991-992 990 1,15-2,18 1,88
a-terpineno 1020 1017 1,06 — 1,82 1,58
p-cimeno 1028-1029 1024 6,18 -9,46 8,15
limoneno 1033-1034 1029 0,22 - 0,44 0,34
y-terpineno 1063-1064 1059 8,13-11,36 9,99
Linalol 1099-1100 1098 1,07 -3,97 2,60
Canfora 1147-1149 1146 0,5-1,41 0,93
fg;’:ffrzrif 1169-1170 1180 0,21 - 0,67 0,42
terpinen-4-ol 1180-1181 1177 0,32-0,49 0,44
metil timol 1235-1236 1235 2,32 -2281 2,61
Timol 1288-1289 1290 3,19-5,08 3,80
carvacrol 1300 1299 41,91 -53,2 46,39
acetato de carvacrol 1372-1373 1372 0,28 — 0,50 0,38
(E)-cariofileno 1426-1428 1419 4,23 -535 4,72
a-guaieno 1445-1447 1439 0,37 - 0,64 0,51
a-humuleno 1459 — 1462 1454 1,2-1,55 1,36
biciclogermacreno 1502-1503 1500 4,06 - 5,46 4,73
a-7-epi-selineno 1523-1525 1522 0,27 -0,35 0,31
espatulenol 1583-1585 1578 0,71 -1,11 0,89
oxido de cariofileno 1590 - 1591 1583 0,40 — 0,64 0,53
Total identificado 93,77
Total ndo 6.33

identificado
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Os compostos p-cimeno e y-terpineno apresentaram 0 mesmo comportamento
frente as épocas de colheita, tendo um aumento de suas concentragdes da primeira para a
segunda (Tabela 2). Em contrapartida, o timol e o carvacrol apresentaram redugdo em suas
concentragdes com o tempo.

Diversos trabalhos tém demonstrado que diferencas nas concentragdes dos
componentes majoritarios do 6leo podem ser atribuidas a fatores ambientais. Silva et al.
(2009) verificaram grande variacdo didria no teor dos componentes majoritarios de L.
origanoides na qual as coletas realizadas entre as 8§ e 18 horas do dia apresentaram
concentragdes de timol altamente elevadas, atingindo 53,23% e 56,01% do oleo,
respectivamente, enquanto que as concentragdes de carvacrol nestes hordrios foram
inferiores a 1%, entretanto, no horario de 12 horas o timol passou a ter concentracdo de
5,33% e o carvacrol tornou-se o componente majoritario com 42,88%. Oliveira et al.
(2011) observaram para em plantas desta espécie cultivadas em Manaus-AM, no inverno, o
carvacrol representou 48,8% e o timol 9,4% do 6leo essencial, enquanto que no verao estes
compostos apresentaram porcentagens de 39,2% e 6,5%, respectivamente. Contudo, assim
como no atual trabalho (Tabela 2), as alteragdes nas concentragdes dos componentes
majoritarios provocadas pelos fatores de variacdo estudados ndo foram suficientemente
elevadas para causar uma modificagdo substancial no padrao de composi¢cdo do 6leo do
alecrim-de-tabuleiro, apesar de as diferencas terem sido estatisticamente significativas.

Os compostos timol e carvacrol também tiveram suas concentracdes aumentadas
com o uso dos biorreguladores BAP, AAS, AJ e Stimulate® na ultima coleta (Tabela 2).
Estes mesmos biorreguladores vegetais apresentaram efeito oposto sobre o conteudo de
biciclogermacreno, promovendo a redugdo de sua concentracdo comparada ao tratamento
testemunha. O aumento da concentragdo de p-cimeno e y-terpineno e a reducao de o timol
e o carvacrol com o tempo deve-se ao fato de os dois primeiros compostos serem
precursores dos dois ultimos (HYLDGAARD et al., 2012). Isto significa que houve
progressiva reducao na sintese de timol e carvacrol ao longo do tempo, provocando, por

consequéncia, a acumulacio de p-cimeno e y-terpineno nas plantas de L. origanoides.
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Tabela 2: Concentra¢do dos seis principais componentes majoritarios do 6leo essencial de
folhas e inflorescéncias de plantas cultivadas de Lippia origanoides Kunth submetidas a
trés pulverizagdes foliares com acido giberélico (GA3), 6-benzilaminopurina (BAP), acido
acetilsalicilico (AAS), acido jasmoénico (AJ), Stimulate® e agua destilada (testemunha), e

avaliadas em trés épocas de colheita. Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.

Tratamento Epocas de coleta Média Tratamento Epocas de coleta Média
1* 24 3 1* 2° 3
p-cimeno carvacrol
GA; 7,85 8,21 9,12 8,39a GA; 47,23 47,02 42,06 45,44b
BAP 6,18 8,55 8,91 7,882 BAP 52,31 46,52 43,75 47,53a
AAS 7,33 7,82 8,93 8,03a AAS 49,14 45,40 4485 46,46a
Al 7,23 8,77 9,09 8,37a Al 48,11 47,97 46,39 47,49a

Stimulate® 6,26 7,56 8,63 7,49a  Stimulate® 53,20 47,80 43,12 48,04a
Testemunha 8,12 9,46 8,68 8,75a Testemunha 45,73 42,52 41,92 43,39b

Média 7,16B  8,40A  8,89A Média 49,29A  46,21B  43,68C

CV 1 (%) 11,17 CV 1 (%) 5,44

CV 2 (%) 11,22 CV2 (%) 5,77

y-terpineno (E)-cariofileno

GA; 9,61 9,57 10,34 9,84a GA; 4,58 4,97 5,09 4,88a
BAP 7,75 10,99 11,36 10,03a BAP 4,29 4,56 4,49 4,45a
AAS 9,07 11,33 10,94 10,452 AAS 4,33 4,88 4,56 4,59a
Al 8,13 9,92 10,19 9,42a Al 4,89 4,44 4,72 4,68a

Stimulate® 8,63 10,94 10,57 10,05a Stimulate® 4,42 423 5,06 4,57a
Testemunha 10,16 10,17 10,14 10,16a Testemunha 4,85 5,18 5,35 5,12a

Média 8,89B 10,49A 10,59 Meédia 4,56A  471A  4,88A
A
CV1 (%) 9,47 CV1 (%) 9,67
CV 2 (%) 9,36 CV2 (%) 9,29
timol biciclogermacreno

GA; 3,72 3,75 3,19  3,56b GA; 4,84 5,04 5,11 4,99a
BAP 4,39 3,90 3,39 3,90a BAP 4,06 4,35 4,79 4,40b
AAS 3,94 3,84 3,72 3.,84a AAS 4,59 5,02 4,52 4,71b
Al 3,90 3,93 3,66 3,83a Al 5,17 4,89 4,53 4,60b

Stimulate® 5,08 4,32 3,53  43la Stimulate® 4,09 4,36 5,46 4,64b
Testemunha 3,65 3,33 3,19 3,39b Testemunha 4,91 4,87 5,34 5,04a

Média 411A  3,84A 345B Média 461A  4,62A  4,96A
CV 1 (%) 9,33 CV 1 (%) 7,22
CV 2 (%) 9,29 CV2(%) 11,56

*M¢édias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e maiusculas nas linhas ndo apresentam
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diferenca significativa segundo os testes estatisticos Scott-Knott ¢ Tukey, respectivamente, a 5% de
probabilidade de erro. CV 1: referente as parcelas (biorreguladores vegetais), CV 2: referente as subparcelas

(época de coleta).

A adi¢do de acido indol-3-acético (auxina) ¢ BAP no meio de crescimento do
cultivo in vitro de Melissa officialis L., segundo Silva et al. (2005), promoveu atraso na
reacdo de oxidacdo dos alcoois nerol e geraniol para a produg¢do dos neral e geranial,
respectivamente, causando o aumento da concentracdo dos dois primeiros. Scavroni et al.
(2006) verificaram um aumento na concentragdo de mentona no o6leo essencial de Mentha
piperita L. com a aplicacdo de 50 mg L' de BAP, aos 15 dias apds a montagem do
experimento, contudo, aos 30 dias houve redugdo na porcentagem de mentona e
terpinoleno comparados ao controle. Por outro lado, em ambas as épocas de colheita nao
foram observadas interferéncia da utilizacdo do regulador GA; em mesma concentragao
sobre a proporc¢ao dos compostos do 6leo essencial desta espécie.

Yue et al. (2001) observaram que a pulverizagao de 4cido jasmonico em plantas de
Festuca arundinacea Schreb. cultivadas em casa de vegetacdo promoveu o aumento em
até mais de 200 vezes da acumulacdo dos monoterpenos (E)-B-ocimeno (20), (Z)-B-
ocimeno/(E)-a-ocimeno (21) e (E,Z)-allo-ocimeno (Figura S). J4 a aplicagdao de 0,1 mM de
metil jasmonato em plantas de Ocimum basilicum L. cultivadas em sistema hidroponico
produziu uma reducdo inicial da concentragdo dos principais componentes do o6leo
essencial, B-cariofileno, linalol, 1,8-cineno e limoneno, seguida por incrementos totais de
60%, 75%, 66% e 65%, respectivamente, em relacao as plantas controle (DESCHAMPS &
SIMON, 2006). Por outro lado, com a aplicacdo de metil salicilato foi constatado efeito
contrario ao anterior, com aumento inicial do teor de todos estes compostos acompanhada
por diminui¢do quando comparado a plantas ndo tratadas (DESCHAMPS & SIMON,
2006).

CH,
2 CHj
CH,
H,C CH, H3C CHs
20 21

Figura 3: Estruturas moleculares de (E)-B-ocimeno (20) e (Z)-B-ocimeno/(E)-a-ocimeno

(21). Feira de Santana-BA, UEFS, 2012.
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Grande parte do uso medicinal e da atividade bioldgica atribuida a espécie L.
origanoides deve-se aos contetidos de carvacrol, p-cimeno e timol, que apresentam
comprovada atividade contra micro-organismos patogénicos. O carvacrol ¢ um
monoterpeno oxigenado largamente estudado devido a sua elevada atividade
antimicrobiana atribuida ao dano causado a estrutura e fun¢do da membrana plasmatica do
micro-organismo, tendo como um dos modos de acdo a ligagdo a membrana, causando o
aumento da permeabilidade celular. A despeito de sua alta eficiéncia, este composto
apresenta sua atividade bioldgica bastante reduzida quando testado em mistura com os
demais componentes do 6leo essencial (HYLDGAARD et al., 2012).

O p-cimeno, monoterpeno precursor do carvacrol, ndo apresenta atividade
antibiotica significante contra fungos e bactérias patogénicos quando testado isoladamente,
porém, mostrou-se um potencializador da agdo de outros compostos, como o carvacrol. Por
possuir alta afinidade & membrana celular, o p-cimeno provoca a sua expansdo e altera o
potencial de membrana, reduzindo a entalpia e difundindo a temperatura celular
(HYLDGAARD et al., 2012). J& o timol ¢ isdmero do carvacrol, tendo como tunica
diferenga entre eles a posicdo do radical hidroxila no anel benzénico. Assim com o
carvacrol, apresenta elevada agdo contra micro-organismos (fungos e bactérias) também

associada ao dano a membrana celular (HYLDGAARD et al., 2012).

CONCLUSOES

Os componentes majoritarios do 6leo essencial de L. origanoides em ambiente de
cultivo sdo carvacrol, y-terpineno, p-cimeno, (E)-cariofileno, biciclogermacreno e timol.
Aplicagoes foliares de acido giberélico, acido acetilsalicilico, principalmente, acido
jasménico e Stimulate® proporcionam o incremento no teor de 6leo essencial dessa
espécie. As concentragdes de carvacrol e timol sdo aumentadas e de biciclogermacreno

reduzida por aplicacdes foliares de BAP, AAS, AJ e Stimulate®.
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CONCLUSOES GERAIS

e A estaquia ¢ um método adequado para propagacao de L. origanoides;

e Aimersdo de estacas apicais por 24 horas em solu¢do de AIB na concentragdo
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de 278 mg L' seguida por cultivo durante 45 dias em substrato composto por vermiculita
expandida e Biomix® promove bom desenvolvimento das mudas.

e  Os biorreguladores

® O uso de biorreguladores pode ser utilizado para potencializar a atividade

biologica dos 6leos essenciais dessa espécie.

ANEXOS

ANEXO A: Resultados das andlises de variancia pelo teste de F das as variaveis



sobrevivéncia, comprimento do caule e da maior raiz, nimero de folhas por
muda, massa da matéria seca de folhas, ramos, raiz e total de mudas de Lippia
origanoides Kunth obtidas através de estacas tratadas com cinco concentragdes

de AIB e cultivadas em trés tipos de substratos. Feira de Santana-BA, 2012.

Sobrevivéncia
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SUBSTRATO 2 13.858333 6.929167 12.792 0.0023
erro 1 6 4.875000 0.541667
AIB 4 48.725000 12.181250 34.394 0.0000
SUBSTRATO*AIB 8 49.725000 6.215625 17.550 0.0000
erro 2 24 12.750000 0.354167
Total corrigido 44 129.933333
CV 1 (%) 11.56
CvV 2 (%) = 9.35
Média geral: 6.3666667 Numero de observacdes: 45

Numero de folhas / muda

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SUBSTRATO 2 1253.733333 626.866667 59.544 0.0001
erro 1 6 63.166667 10.527778
AIB 4 229.044444 57.411111 19.316 0.0000
SUBSTRATO*AIB 8 377.822222 47.227778 15.890 0.0000
erro 2 24 71.333333 2.972222
Total corrigido 44 1995.700000
CvV 1 (%) 27.11
CV 2 (%) 14.41
Média geral: 11.9666667 Numero de observacgdes: 45

Comprimento do caule
PV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SUBSTRATO 2 14.070111 7.035056 12.074 0.0079
erro 1 6 3.496000 0.582667
AIB 4 2.118111 0.529528 0.907 0.4755
SUBSTRATO*AIB 8 28.694889 3.586861 6.145 0.0002
erro 2 24 14.009000 0.583708
Total corrigido 44 62.388111
Ccv 1 (%) = 6.46
CV 2 (%) 6.47
Média geral: 11.8144444 Numero de observacdes: 45

ANEXO A: Continuacgao.



SUBSTRATO 2 7.609333 3.804667 13.275 0.0063
erro 1 6 1.719667 0.286611
AIB 4 5.584111 1.396028 2.629 0.0595
SUBSTRATO*AIB 8 11.216222 1.402028 2.640 0.0313
erro 2 24 12.743667 0.530986
Total corrigido 44 38.873000
CvV 1 (%) = 14.06
CV 2 (%) = 19.14
Média geral: 3.8066667 Numero de observacdes: 45

Massa da matéria seca das folhas
1Y% GL SQ oM Fc Pr>Fc
SUBSTRATO 2 0.009878 0.004939 30.180 0.0007
erro 1 6 0.000982 0.000164
AIB 4 0.000673 0.000168 3.307 0.0271
SUBSTRATO*AIB 8 0.003036 0.000380 7.458 0.0001
erro 2 24 0.001221 0.000051
Total corrigido 44 0.015791
Cv 1 (%) = 42.20
CV 2 (%) = 23.54
Média geral: 0.0303111 Numero de observacdes: 45

Massa da matéria seca do caule

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SUBSTRATO 2 0.000275 0.000138 0.550 0.6033
erro 1 6 0.001499 0.000250
AIB 4 0.002345 0.000586 19.442 0.0000
SUBSTRATO*AIB 8 0.004019 0.000502 16.664 0.0000
erro 2 24 0.000724 0.000030
Total corrigido 44 0.008862
CvV 1 (%) = 23.83
Cv 2 (%) = 8.28
Média geral: 0.0663444 Numero de observacgdes: 45

Massa da matéria seca da raiz
PV GL SQ oM Fc Pr>Fc
SUBSTRATO 2 0.002700 0.001350 28.506 0.0009
erro 1 6 0.000284 0.000047
AIB 4 0.001158 0.000290 9.766 0.0001
SUBSTRATO*AIB 8 0.002119 0.000265 8.934 0.0000
erro 2 24 0.000712 0.000030
Total corrigido 44 0.006973
Ccv 1 (%) = 29.15
CV 2 (%) 23.06
Média geral: 0.0236111 Numero de observacgdes: 45
ANEXO A: Continuagao.

Massa da matéria seca total
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

SUBSTRATO 2 0.057797 0.028899 7.847 0.0212



erro 1 6 0.022097 0.003683

AIB 4 0.012135 0.003034 12.880 0.0000
SUBSTRATO*AIB 8 0.045289 0.005661 24.033 0.0000
erro 2 24 0.005653 0.000236

Total corrigido 44 0.142971

Ccv 1 (%) = 32.18

Cv 2 (%) = 8.14

Média geral: 0.1885733 Numero de observacgdes: 45

ANEXO B: Resultados das anélises de variancia pelo teste de F das as varidveis
altura, area foliar, comprimento da maior raiz, massa da matéria seca de raiz,
ramos, inflorescéncias, folhas e total de plantas cultivadas de Lippia
origanoides Kunth pulverizadas com biorreguladores e avaliadas em trés

épocas. Feira de Santana-BA, 2012.

Altura
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ESTIMULANTE 5 335.683222 67.136644 3.646 0.0135
erro 1 24 441.961333 18.415056
EPOCA 2 1014.731556 507.365778 19.598 0.0000
ESTIMULANTE*EPOCA 10 256.849778 25.684978 0.992 0.4633
erro 2 48 1242.658667 25.888722
Total corrigido 89 3291.884556
cv 1 (%) = 8.75
CV 2 (%) = 10.37
Média geral: 49.0477778 Numero de observacdes: 90
Area foliar
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ESTIMULANTE 5 0.613437 0.122687 1.731 0.1659
EPOCA 2 1.353810 0.676905 9.549 0.0009
erro 1 24 1.701298 0.070887
ESTIMULANTE*EPOCA 10 2.720861 0.272086 4.410 0.0002
erro 2 48 2.961594 0.061700
Total corrigido 89 9.351000
Ccv 1 (%) = 36.87
CvV 2 (%) = 34.40
Média geral 0.7221222 Numero de observacdes: 90
ANEXO B: Continuagao.
Comprimento da maior raiz
1Y% GL SQ oM Fc Pr>Fc

ESTIMULANTE 5 122.252000 24.450400 0.302 0.9067
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erro 1
EPOCA
ESTIMULANTE*EPOCA
erro 2

75

0.449 0.6411
1.877 0.0721

Cv 2 (%) =

ESTIMULANTE

erro 1

EPOCA
ESTIMULANTE*EPOCA
erro 2

ESTIMULANTE

erro 1

EPOCA
ESTIMULANTE*EPOCA
erro 2

N

24 1941.824000 80.909333
2 38.764667 19.382333
10 810.791333 81.079133
48 2073.244000 43.192583
89 4986.876000
20.77
15.18
43.3066667 Numero de observacgdes:
Massa da matéria seca da raiz
GL SQ oM
5 1.741836 0.348367
24 3.852880 0.160537
2 10.411469 5.205734
10 5.440438 0.544044
48 8.333360 0.173612
89 29.779982
22.50
23.40
1.7804444 Numero de observacgdes:
Massa da matéria seca dos ramos
GL SQ oM
5 3.492413 0.698483
24 16.876227 0.703176
2 41.450587 20.725293
10 15.118160 1.511816
48 21.696253 0.452005
89 98.633640
26.05
20.89
3.2186667 Numero de observacdes:

ESTIMULANTE

erro 1

EPOCA
ESTIMULANTE*EPOCA
erro 2

N =

Média geral:

ANEXO B: Continuagao.

ESTIMULANTE

GL SQ oM
5 0.352739 0.070548
24 3.841427 0.160059
2 0.771902 0.385951
10 1.744978 0.174498
48 5.603453 0.116739
89 12.314499
64.54
55.12
0.6198889 Numero de observacdes:
Massa da matéria seca das folhas
GL SQ oM
5 3.584712 0.716942

2.187 0.0892



erro 1 24 7.867133 0.327797

EPOCA 2 23.692642 11.846321 33.805 0.0000
ESTIMULANTE*EPOCA 10 9.979678 0.997968 2.848 0.0073
erro 2 48 16.820547 0.350428

Total corrigido 89 61.944712

CvV 1 (%) = 20.81

CV 2 (%) = 21.51

Média geral: 2.7514444 Numero de observacdes: 90

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ESTIMULANTE 5 17.158277 3.431655 2.365 0.0702
erro 1 24 34.821467 1.450894

EPOCA 2 234.760327 117.380163 63.168 0.0000
ESTIMULANTE*EPOCA 10 78.305647 7.830565 4.214 0.0003

erro 2 48 89.194293 1.858214

Total corrigido 89 454.240010

CvV 1 (%) = 14.46

CV 2 (%) 16.37

Média geral: 8.3276667 Numero de observacdes: 90
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ANEXO C: Resultados das analises de variancia pelo teste de F das as variaveis
massa da matéria seca de folhas e inflorescéncias, rendimento de 6leo por
planta, teor de 6leo, concentracdo de p-cimeno, y-terpineno, carvacrol, timol,
biciclogermacreno e (E)-cariofileno no 6leo essencial de plantas cultivadas de
Lippia origanoides Kunth pulverizadas com biorreguladores e avaliadas em trés

épocas. Feira de Santana-BA, 2012.

1Y% GL SQ oM Fc Pr>Fc
ESTIMULADOR 5 858.278306 171.655661 1.878 0.1668
erro 1 13 1188.319244 91.409173

EPOCA 2 94.270633 47.135317 0.655 0.5289
ESTIMULADOR* EPOCA 10 1596.349478 159.634948 2.218 0.0553
erro 2 23 1655.419422 71.974757

Total corrigido 53 5392.637083

Ccv 1 (%) = 41.26

CV 2 (%) = 36.62

Média geral 23.1694444 Numero de observacdes: 54



ESTIMULADOR 5 0.637750 0.127550 2.810 0.0619
erro 1 13 0.590150 0.045396
EPOCA 2 0.871644 0.435822 14.186 0.0001
ESTIMULADOR* EPOCA 10 0.899422 0.089942 2.928 0.0160
erro 2 23 0.706583 0.030721
Total corrigido 53 3.705550
CvV 1 (%) = 38.62
Cv 2 (%) = 31.77
Média geral: 0.5516667 Numero de observacgdes: 54
Teor de 6leo essencial
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ESTIMULADOR 5 0.963689 0.192738 3.361 0.0362
erro 1 13 0.745511 0.057347
EPOCA 2 6.700633 3.350317 52.572 0.0000
ESTIMULADOR* EPOCA 10 6.927744 0.692774 10.871 0.0000
erro 2 23 1.465756 0.063729
Total corrigido 53 16.803333
Ccv 1 (%) = 10.09
CV 2 (%) = 10.63
Média geral: 2.3744444 Numero de observacgdes: 54
p-cimeno

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ESTIMULADOR 5 8.980817 1.796163 2.169 0.1262
erro 1 12 9.938000 0.828167
EPOCA 2 28.618678 14.309339 17.106 0.0000
ESTIMULADOR*EPOCA 10 8.326122 0.832612 0.995 0.4741
erro 2 24 20.076267 0.836511
Total corrigido 53 75.939883
Ccv 1 (%) = 11.17
CV 2 (%) 11.22
Média geral: 8.1505556 Numero de observacgdes: 54

Y-terpineno
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ESTIMULADOR 5 5.342076 1.068415 1.193 0.3690
erro 1 12 10.748978 0.895748
EPOCA 2 32.624293 16.312146 18.645 0.0000
HORM*EPOCA 10 17.642152 1.764215 2.016 0.0774
erro 2 24 20.997556 0.874898
Total corrigido 53 87.355054
Cv 1 (%) = 9.47
CV 2 (%) 9.36
Média geral 9.9909259 Numero de observacdes: 54
ANEXO C: Continuagao.

carvacrol
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ESTIMULADOR 5 136.164289 27.232858 4.280 0.0182

erro 1 12 76.347311 6.362276
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EPOCA 2 283.954178 141.977089 19.822 0.0000
ESTIMULADOR*EPOCA 10 98.015267 9.801527 1.368 0.2529
erro 2 24 171.904289 7.162679
Total corrigido 53 766.385333
Ccv 1 (%) = 5.44
CvV 2 (%) 5.77
Média geral: 46.3911111 Numero de observacdes: 54
timol

1Y% GL SQ oM Fc Pr>Fc
ESTIMULADOR 5 4.490943 0.898189 7.143 0.0026
erro 1 12 1.508978 0.125748
EPOCA 2 4.035659 2.017830 16.180 0.0000
ESTIMULADOR*EPOCA 10 2.226852 0.222685 1.786 0.1185
erro 2 24 2.993156 0.124715
Total corrigido 53 15.255587
Cv 1 (%) = 9.33
CV 2 (%) 9.29
Média geral: 3.8024074 Numero de observacdes: 54

biciclogermacreno
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ESTIMULADOR 5 2.711409 0.542282 4.646 0.0137
erro 1 12 1.400622 0.116719
EPOCA 2 1.413248 0.706624 2.363 0.1157
ESTIMULADOR*EPOCA 10 5.331841 0.533184 1.783 0.1191
erro 2 24 7.177378 0.299057
Total corrigido 53 18.0344098
Ccv 1 (%) = 7.22
CV 2 (%) = 11.56
Média geral: 4.7301852 Numero de observacdes: 54

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ESTIMULADOR 5 2.738454 0.547691 2.631 0.0788
erro 1 12 2.497800 0.208150

EPOCA 2 0.909570 0.454785 2.371 0.1149
ESTIMULADOR*EPOCA 10 1.923430 0.192343 1.003 0.4687
erro 2 24 4.604267 0.191844

Total corrigido 53 12.673520

CV 1 (%) = 9.67

CvV 2 (%) = 9.29

Média geral: 4.7157407 Numero de observagdes 54

ANEXO D: Cromatograma do o6leo essencial de Lippia origanoides Kunth. Feira de
Santana-BA, 2012.
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ANEXO E: Médias das concentragdes de todos os componentes quimicos do 6leo essencial de Lippia

origanoides Kunth quantificados para cada tratamento em trés épocas de colheita (14, 28 e 35 dias ap6s
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a primeira coleta). (NI: ndo identificado; IK¢: indice de Kovats calculado; H,O: 4gua destilada
(Testemunha); AJ: 4cido jasmonico; GAj: acido giberélico; ST: Stimulate; AAS: acido acetilsalicilico;

BA: 6-benzilaminopurina).

Composto | IK¢ 1* Epoca 2* Kpoca 3* Epoca
0o AJ CA ST AAS BA H,0 AJ GA, ST AAS BA H,0 AJ GA; ST AAS BA
3
h(e'i);;l 850  0.67 0.81 0.84 134 073 077 052 135 104 138 138 113 058 056 046 075 1,00 0.84

NI 853 1 0,19 0,23 0,22| 0,28 | 0,18 0,19 0,16 | 0,27 | 0,25 | 0,26 | 0,29 0,27 | 0,11 0,23 | 0,17 | 0,17 | 0,17 @ 0,19

NI 882 1 0,08 0,06 0,09| 0,07 | 0,07 0,08 0,07 0,09 | 0,08 0,08 0,07 0,09 0,10 0,07 0,08/ 0,07 | 0,08 0,09

NI 931 0,78 0,62 0,69 038 048 025|103 0,82 0,71 0,68 0,83 0,82]0,75|091 0,86 1,01 0,92 0,96

NI 939 0,20 0,16 0,18 0,07 0,13 0,14| 0,28 0,19 0,17 | 0,15 0,19 0,18 | 0,23 | 0,22 0,26 0,25 0,23 | 0,26

o- 954 | 0,34 10,27/0,29 0,05 | 0,24 10,19 0,49 | 0,18 | 0,26 ' 0,19 | 0,25 | 0,21 0,51 0,29 | 0,54 | 0,37 | 0,35 0,44
fencheno

NI 978 | 0,16 0,13 /0,16 0,20 | 0,17 0,14 0,14 | 0,15 | 0,16 A 0,20 0,17 A 0,17 0,15 0,20 | 0,13 | 0,18 | 0,17 A 0,14

NI 982 | 0,07 10,05/0,06 - 0,06 0,06 0,09 | 0,06 0,06 0,05 0,06 0,06 0,09 0,07 /| 0,08 0,08 0,07 0,08

mirceno 992 191 1,59 1,81]140 1,55 1,15 2,15| 197 1,83 |1,90 2,02 2,06 1,90 2,08 2,03 211 2,12 2,18

NI 1007 | 0,14 0,11 0,14 0,11 | 0,12 4 0,10 0,16 0,15 | 0,14 0,15 0,16 0,16 | 0,15 0,16 | 0,14 0,16 | 0,16 0,16

NI 1014 | 0,08 0,07 0,08 0,05 | 0,06 ' 0,05 0,09 0,08 | 0,08 0,08 0,08 0,08 0,10 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09

o-

. 1020/ 1,62 /1,29 1,51| 1,24 | 1,35 1,06 1,71 | 1,58 | 1,51 | 1,66 | 1,76 1,73 ' 1,88 | 1,66 1,66 | 1,74 | 1,75 1,82
terpineno

p-cimeno 1028 8,12 7,23|7,85| 6,26 7,33 6,18 9,46 | 877 | 8,21 | 7,56 7,82 | 8,55 8,67 9,09 | 9,12 | 8,64 8,93 | 8§91

limoneno | 1033 ' 0,36 0,29 0,33 0,22 | 0,32 1 0,24| 0,30 A 0,31 0,33 0,32 | 0,34 0,34 0,41 | 0,35 0,44 0,38 0,38 | 0,41

NI 1040 | 0,05 1 0,04 0,05| 0,04 | 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,050,05 0,05 0,05]|0,05 0,05

NI 1051 0,11 0,10 0,11 0,10 0,11 0,09 0,12 0,12 0,12 0,13 0,13 0,13 0,14 0,12 0,12 0,12 0,12 0,13

NI 1056 | - 10,03 - | 0,05 - - - 0,05 - 0,05 - - - - - - - -
Y_ 1064 | 10,1 ' 8,13 /9,62 8,63 |9,07 7,76 10,1 | 9,92 9,58 | 10,9 11,3 10,9 10,1 | 10,1 10,3 10,5 10,9 11,3
terpineno

NI 1071 0,12 10,19 0,22| 0,21 | 0,18 0,24 0,15 0,21 | 0,19 / 0,22 | 0,14 0,21 0,15 0,19 0,16 0,20 | 0,15 0,18

NI 1091 | 0,11 1 0,09 0,10| 0,06 | 0,10 0,08 0,12 | 0,08 | 0,09 0,09 0,10 0,09 0,13 0,09 0,13 0,10 0,11 0,12

NI 1094 - | - - - - 0,03 - - - - - - . . . . y .

linalol 1100 2,96 2,71/2,58| 1,07 3,28 | 3,14 3,31 | 1,44 | 2,08 2,20 2,37 | 1,77 ' 3,97 | 1,82 3,78 2,72 | 2,82 | 2,83

canfora | 1149 1,00 | 0,95 0,94| 0,50 1,03 1,02 1,13 0,66 0,83 0,77 0,78 0,71 1,41 0,75 1,34 0,96 0,94 1,05

epoxido de
rosefuran 1170 0,41 0,40 0,47 0,21 0,42 042 045 036|042 0,27 030 0,32]0,62 045| 0,67 042 041 0,51
0

NI s - - - 003 - - - - - ] ] : § } . . . .
NI 1177 0,05 0,06 0,07 0,07 0,06 0,09 0,05 0,06 0,05 0,07 0,06 0,06 004 006 - 0,07 005 0,05
ter}"_i:le“' 1180 0,49 044 042 0,48 032 036 045 045 044 044 047 043 046 045 046 041 048 0,44
NI 1186 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 004 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,04 004 004 005 004 0,04 0,04
NI 1192 0,04 - 003 - 003 004 0,03 003 003 - 003 003 003 - 004 - 004 0,04
NI 1198 0,05 0,05 0,06 0,04 0,05 0,06 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05 006 005 006 005 0,05 0,06
NI 1216 - | - - - - -] - - - 0,05 - ; - - - : . .
NI 122 - - - - - - - 004 - - - - - - 004 - - §

metil 1236 | 2,62 12,53 2,70| 2,32 | 2,65 2,81 2,67 | 2,63 | 2,62 2,40 2,47 2,61 2,70 | 2,67 | 2,79 | 2,54 2,57 | 2,71
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Composto | IK¢ 1* Epoca 2* Kpoca 3* Epoca
H,0 AJ GSA ST AAS BA H,0 AJ GA; ST AAS BA H,0 AJ GA; ST AAS BA
timol
NI 1245 0,09 0,09 0,09 0,07 0,08 0,09 009 0,08 0,09 0,07 007 008 0,10 0,09 0,10 0,08 0,08 0,10
NI 1277 - - - - - oo o004 - - e e e
NI 1282 0,11 0,12 0,11 023 0,12 0,12 0,12 0,13 0,12 0,11 0,09 011 0,12 0,13 0112 015 0,11 0,11
timol 1288 3,64 3,90 3,72 5,08 394 439 333 393 3,76 432 3,84 390 3,19 3,66 3,19 3,53 3,72 339
NI 1291 0,08 0,09 0,08 0,07 0,08 0,07 009 0,09 0,09 0,07 006 008 0,19 0,09 0,110 051 008 0,08
carvacrol 1300 457 48,1 472 532 49,1 523 42,5 479 47,0 478 454 465 419 463 42,0 43,1 448 437
NI 1306 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 005 004 0,04 0,04 0,04 0,03 004 0,05 0,04 - 006 004 004
NI 1340 0,06 0,07 0,06 0,05 0,05 0,06 006 0,05 0,05 0,05 0,06 005 0,07 0,05 006 0,07 0,05 0,06
NI 1346 0,05 0,06 0,06 0,04 0,05 0,06 005 0,05 0,05 0,05 005 005 0,05 0,05 005 005 005 005
NI 1353 - - - - oo oo oo o003 - e e e
NI 1357 - - 004 0,03 003 004 - - 003 003 - 003 - 004 - 004 003 -
i;‘;tvz‘;gr‘;f 1372 0,37 0,38 046 033 037 046 036 035 034 037 028 041 049 033 045 034 033 0,50
NI 1378 0,04 0,05 0,04 - 002 - 005 005 004 - 004 004 004 004 005 004 - 004
NI 1381 0,15 0,12 0,11 0,06 0,12 0,11 0,18 0,07 0,10 0,10 0,13 008 021 009 0119 0,14 0,12 0,12
NI 1395 0,08 0,08 0,07 0,05 0,07 006 009 0,04 0,05 0,06 006 004 011 0,05 011 008 0,07 0,07
NI 1416 0,04 0,05 0,04 - 0,03 003 005 0,04 0,04 0,03 003 004 0,05 0,04 005 0,04 003 0,04
cari(fé;eno 1427 485 489 458 442 433 429 518 444 497 423 4838 457 535 472 509 506 4,57 449
NI 1435 0,05 0,06 0,05 0,04 0,05 004 006 0,05 0,06 0,04 005 005 0,06 0,05 005 0,05 004 0,04
NI 1441 0,19 0,16 0,16 0,11 0,14 0,15 027 0,11 0115 0,14 020 0,16 027 0114 025 0,19 0,16 0,18
NI 1442 0,07 007 - 003 005 006 - 006 - - - - - 005 - 004 005 -
o-guaieno 1446 0,54 0,62 0,52 044 050 046 0,64 053 063 037 050 046 054 053 0,53 0,51 045 047
NI 1450 0,07 0,08 0,06 0,05 0,06 0,06 008 0,07 0,07 0,05 0,06 006 0,07 0,07 007 0,06 005 0,06
NI 1456 030 - - - - - | - 003 - 003 - | - - - - - - -
hum‘ﬁleno 1461 1,39 1,42 133 123 126 122 146 132 141 120 1,34 133 1,55 1,39 1,52 147 129 1,29
NI 1468 0,06 0,06 0,05 0,04 0,05 0,05 007 0,05 0,06 0,04 005 005 0,06 0,05 006 006 005 005
NI 1483 0,06 0,07 0,08 0,08 0,05 0,06 005 0,05 0,06 0,07 0,05 005 0,06 0,06 004 007 005 005
NI 1487 - - - - - - 004 - - - - - 004 - 023005 - -
NI 1489 0,28 0,42 040 037 034 036 042 038 043 035 040 037 044 040 055 042 037 037
NI 1492 1,01 1,12 1,08 1,07 1,03 1,14 094 0,91 0,96 0,99 092 1,01 1,00 0,95 057 1,03 086 093
NI 1495 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04 0,04 008 0,06 0,07 0,03 004 004 0,05 0,05 004 005 004 005
':Iif:zlr"e%eor 1502 4,91 5,17 4,84 4,09 459 406 486 4,08 504 436 502 435 534 453 510 546 452 4,79
NI 1512 0,14 0,13 0,12 0,07 0,12 0,10 0,17 0,09 0,11 0,10 0,13 0,09 0,119 0,10 0,17 015 0,11 0,11
;‘elzn‘;‘:l‘o 1525 0,32 0,33 0,31 0,30 029 029 034 029 033 027 031 029 035 032 034 034 029 029
NI 1529 0,11 0,11 0,09 0,06 0,10 0,09 0,14 0,06 009 008 0,10 007 0,15 008 0114 0,12 034 0,09
NI 1546 0,06 0,04 0,04 - 0,04 005 006 0,03 0,04 0,04 005 004 0,07 0,05 006 0,06 004 0,04
NI 1566 0,04 0,05 0,05 - 0,04 005 004 0,04 0,04 0,04 003 003 006 004 005 004 006 0,05
NI 1571 0,05 0,07 0,06 0,04 0,06 006 004 0,05 0,04 0,04 0,04 005 0,05 0,05 006 0,05 0,04 0,06
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Composto | IK¢ 1* Epoca 2* Kpoca 3* Epoca
0o AJ CA ST AAS BA H,0 AJ GA, ST AAS BA H,0 AJ GA; ST AAS BA
3
NI 1575 0,04 0,04 0,04 - 0,04 004 0,04 004 004 0,03 0,03 0,03 004 004 005 004 0,04 0,04
es"atl“'e“" 1584 0,84 1,03 0,90 0,98 0,97 1,11 0,84 089 085 0,92 0,71 0,86 0,78 087 0099 085 0,83 0,83
oxido de
) 1590 0,55 0,64 0,57 0,40 0,54 055 0,56 0,557 0,56 0,40 0,41 0,48 053 0,62 063 0,55 0,53 0,52
cariofileno
NI 1600 0,16 0,16 0,15 0,11 0,15 0,15 0,14 0,14 0,15 0,11 0,13 0,13 0,15 0,115 0,16 0,113 0,14 0,14
NI 1608 0,06 0,06 0,06 0,04 0,05 0,06 0,06 006 006 004 005 0,04 006 006 007 004 005 0,05
NI 1617 0,09 0,11 0,10 0,07 0,10 0,10 0,10 0,11 0,10 0,07 0,06 0,08 0,10 0,11 0,11 0,10 0,09 0,09
NI 1630 0,04 0,06 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 005 0,05 0,04 0,04 0,04 005 006 005 005 0,04 0,04
NI 1645 0,20 025 022 022 023 023 021 023 020 022 0,17 020 023 024 025 021 0,19 0,20
NI 1661 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 003 0,03 004 004 0,05 0,03 0,03 005 005 004 004 0,04 0,04
NI 1667 0,11 0,11 0,12 0,10 0,10 0,11 0,09 0,10 0,14 0,09 0,09 0,10 0,11 0,12 0,11 0,10 0,09 0,10
NI 1677 0,06 0,07 0,07 0,06 0,07 007 0,07 007 007 0,06 0,05 0,06 007 007 007 006 0,06 0,06
NI 1700 0,04 0,17 0,05 0,04 0,04 0,19 0,04 004 0,05 0,05 0,15 0,04 005 004 004 004 0,04 0,04
NI 1725 - - - 005 - 004 - 004 - 004 - 004 - | - . - .
NI 2114 0,14 023 0,10 028 0,12 0,11 0,14 0,07 0,11 0,12 023 0,14 0,12 0,07 005 0,13 0,13 0,08
NI 2334 - - - - - 0,00 - - - . . . - .
idT:l::‘i'f 93,8 93,1 93,8 94,1 942 942 928 940 940 942 939 940 933 937 935 928 940 938
Tl‘;t:lllt'l‘;“’ 6,57 6,30 5,51 5,76 6,00 689 621 6,14 597 622 613 691 641 662 730 634 631 695




