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O ETERNO PLANTIO

“As plantas, principalmente no estado nativo,
apresentam padroes ainda fiéis aos seus arquétipos. Por
essa pureza primordial e pela sua estreita sintonia com
o ser humano, podem participar do trabalho de sua
reestruturacdo e cura, na forma de alimentos
cultivados em consonincia com leis superiores ou de
medicamentos criados numa atitude de doacao e de

servico.”

(CLEMENTE)
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RESUMO

CARDOSO, Julio César Wallwitz. Niveis de luz e homeopatia sobre caracteres
morfofisiologicos e 6leo essencial e atividade fungitoxica do 6leo essencial de
Aloysia gratissima (Gilles & Hook.) Tronc. 2005. 100p. Dissertagdo (Mestrado
em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

O objetivo deste trabalho foi esclarecer as caracteristicas da espécie Aloysia
gratissima da familia das Verbenaceae, cultivada em diferentes intensidades de
radiagdo solar e tratadas com preparados homeopaticos. Buscou-se também
avaliar o potencial fungitoxico do seu oleo essencial. Foram realizados trés
experimentos. O primeiro, no campo, para se testar o efeito da radiagdo solar, no
qual utilizaram-se como regulador da intensidade malhas termo-refletoras
(Aluminet®), produzindo trés situagdes: pleno sol, 40% e 80% de
sombreamento. Os resultados mostraram que, em relagdo ao crescimento, os
tratamentos a 40% e a pleno sol ndo diferiram entre si, sendo superiores a 80%
de sombreamento. O tratamento pleno sol apresentou caracteristicas de limbo
mais espesso e o tratamento a 80% de sombreamento apresentou maiores teores
de clorofila @ ¢ b e a relacdo a/b menor; o teor de 6leo ndo diferiu, mas o
rendimento foi superior a pleno sol e 40% de sombreamento. No segundo
experimento, foram testadas 3 homeopatias (Silicea, Phosphorus ¢ isoterapico
da tintura mae) na dinamizagdo centesimal (CH3, CH12 e¢ CH 30). A
homeopatia ndo influenciou a nivel anatdmico. As variagdes de crescimento
apenas biomassa fresca da inflorescéncia apresentou diferenca entre as
dinamizagdes. Ja o 6leo essencial apresentou diferencas, Silicea CH12, CH30 e
Phosphorus CH3, CH 12 e CH 30, foram superiores a testemunha. O terceiro
experimento foi realizado um ensaio bioldgico “in vitro” testando-se o efeito
fungitoxico do oleo essencial das folhas de Aloysia gratissima contra fungos
fitopatogénicos em trés concentragdes (20, 100, 500 mg/l). Para o fungo
Colletotrichum gloeosporioides, a inibi¢ao ocorreu a partir da concentracao mais
baixa (20 mg/l); para Fusarium oxysporium s6 a maior concentracao (500 mg/1)
foi significativa; no caso de Botritys cinerea, a inibigdo micelial ndo foi
significativa.

* Comité Orientador: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador)-
DAG/UFLA,PhD. Vicente Wagner Dias Casali- FIT/UFV.



ABSTRACT

CARDOSO, Julio César Wallwitz. Light levels and homeopathy on the
morphophysiologicals traits and essential oils and Aloysia gratissima (Gilles &
Hook.) Tronc. essential oil fungistasis activity. 2005. 100p. Dissertation
(Master's in Crop Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

The purpose of this work was to explain the feature of Aloysia gratissima
species from Verbenaceae family, through its vegetative growth, its essential oil
content, growing in different sunlight intensities, treated with homeopathics
solution and essential oil fungistasis potential. Three experiments were set, first,
in the field, to test the sunlight effect, it was used as light intensity regulator,
term-reflective meshes (Aluminet®), where it was produced three situations,
total light intensity, under 40% and 80% shading. The results showed to be
related to growth at 40% treatment and at total light intensity did not differ
between them, being higher at 80% shading. Full light intensity treatment
showed thicker blade characteristics and 80% shading treatment showed higher
chlorophyll levels a and b and lower a/b ratio, the oil level did not differ, but its
yield was higher at full sun light and 40% shading. In the second treatment were
tested three homeopathics (Silicea, Phosphorus and dye mother's isoterapic) in
centesimal dynamization (CH3, CH12 and CH 30). The homeopathy did not
influence at anatomical level growth variations only showed inflorescence fresh
biomass (IFB) difference between dynamizations. The essential oil showed
difference, Silicea CH12, CH30 and Phosphorus CH3, CH 12 and CH 30, were
higher to the control. The third experiment was carried out a biological in vitro
assay being tested the fungistasis effect of the leaves’ essential oil from Aloysia
gratissima against phytogenics fungi in three concentrations (20, 100, 500
mg/L). For Colletotrichum gloeosporioides fungus the inhibition occured from
the lowest concentration of (20 mg/L), for Fusarium oxysporium only the
highest concentration (500 mg/L) was significant, the Botritys cinerea micelial
inhibition was not significant.

* Guidance Committe: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - DAG/UFLA
(Major professor), PhD. Vicente Wagner Dias Casali - FIT/UFV.

il



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A importancia da biodiversidade e a necessidade da preservacdo de
recursos naturais estdo produzindo modificacdes no modo de pensar da
sociedade. Estudos agrondmicos passaram a ter como objetivos ndo somente o
rendimento por superficie cultivada, mas também a otimiza¢do da composi¢do
quimica e da atividade biologica (Gottlieb et al., 1996).

Com a crescente utilizagdo das plantas medicinais, pela inddstria
farmacéutica e pela populacdo, a producdo agricola dessas plantas torna-se
alternativa cada vez mais importante na agricultura nacional (Correa et al.,
1994).

O reino vegetal, além de ser o maior reservatorio de moléculas organicas
conhecido, ¢ um poderoso laboratério de sintese. Até hoje, diversas moléculas
com estrutura complexa dependem de sintese bioldgica, pois a sintese em
laboratdrio ndo pode ser feita ou é economicamente inviavel, como ¢é o caso dos
digitalicos, da pilocarpina ou dos esterdides. Por isso, as plantas medicinais sdao
usadas até hoje como matéria-prima para a fabricacdo de medicamentos e,
recentemente, pesquisas tém demonstrado a possibilidade da substituicdo dos
agrotoxicos de maneira vantajosa, devido a grande variedade de moléculas
bioativas (Soejarto, 1996).

Conforme hipoteses ecoldgicas, que explicam a estratégia adaptativa das
plantas, a producdo de metabdlitos secundarios esta relacionada ao processo de
crescimento e diferenciacdo das plantas, regulado pelas condi¢cdes ambientais

(Hermes & Mattsou, 1992).



Os oleos essenciais tém grande importancia economica e bioldgica, ja
que inmimeras sdao suas aplicagoes, incluindo a culinaria, a cosmética,
farmacéutica e até a agricultura. Antigamente chamados de “espirito da planta”,
pode-se considera-los como mensageiros volateis, que se comunicam
internamente e externamente com outras plantas, animais e o ambiente como um
todo. O crescimento e a producdo do 6leo essencial sdo controlados pela base
genética das plantas e aspectos fisioldgicos e ambientais, determinam a forma
como essa variavel vai se expressar (Nagen, 1997).

Um dos fatores ambientais que interferem na sintese de metabolitos
secundario é a intensidade luminosa. E sabido que as plantas superiores
respondem de maneira especifica aos estimulos luminosos em relacao a alguns
eventos bioquimicos e fisioldgicos, tais como a fotossintese, o acimulo de
matéria seca e o crescimento da planta de modo geral. Plantas crescidas em alta
radiagdo tém morfologia foliar distinta das crescidas em baixa radiagdo, podendo
ocorrer alteragdes nos teores de metabolitos secundarios. Com diferentes
intensidades de radiacdo, a planta tem que otimizar sua captacdo e sincronizar
seu desenvolvimento com as variagdes sazonais durante seu ciclo de vida (Vilela
& Ravetta, 2000).

A exploragdo da atividade bioldgica de compostos secundarios, tais
como os oleos essenciais, pode se constituir, ao lado de indugdo de resisténcia,
em mais uma forma potencial de controle alternativo de doengas em plantas
cultivadas. Trabalhos desenvolvidos com extratos brutos ou Oleos essenciais,
obtidos de plantas medicinais da flora nativa, t€m indicado seus potenciais no
controle de fitopatdgenos, tanto por agdo fungitoxica direta, inibindo o
crescimento micelial e a germinagdo de esporos, quanto pela indugdo de
fitoalexinas, indicando a presenga de compostos de carater elicitor (Estrada et

al., 2003).



Atualmente, os dois sistemas basicos de producdo agricola sdo as
grandes propriedades de monoculturas de exportacdo e a pequena agricultura
baseada na agricultura familiar e policulturas. Sao sistemas dependentes da
utilizacdo intensiva de insumos quimicos, mecanizacdo agricola e sementes
hibridas que visam a produgdo em condigdes especificas "6timas", colocando o
ambiente como algo estatico. Tal padrdo, que teve inicio apos a 2* Guerra, mas
atualmente ndo encontra mais unanimidade ¢ a questdio do aumento da
produtividade em detrimento da qualidade vem sendo questionada pela
sociedade como um todo. Os produtores se véem, cada vez mais, dependentes de
insumos quimicos dispendiosos, custos de producdo elevados, pregos baixos,
endividamento e abandono do campo. Por outro lado, também os consumidores
passaram a ver, risco ao ambiente nesse modelo e a propria saude.

Um fator agravante ao ambiente ¢ o de que o Brasil ¢ o quarto
consumidor mundial de substancias agroquimicas. No final da década de 1990 a
comercializagdo de agrotoxicos no pais alcangou US$ 2,6 bilhdes, por ano,
despejando-se no meio ambiente 101 milhdes de litros de fungicidas, herbicidas
e inseticidas. A produgdo ficou muito aquém do montante investido, mostrando
varias falhas, como o atendimento basico da populagdo. A ciéncia homeopatica
aplicada a agricultura surge nesse contexto como possibilidade de ser um
instrumento de producdo com qualidade (Castro, 2002a).

A ciéncia homeopatica vem sendo utilizada ha mais de 200 anos em
humanos, ja ha algum tempo em animais e em odontologia e agora, mais
recentemente, em vegetais. A homeopatia em plantas medicinais pode atuar na
adaptacdo ao ambiente de cultivo e no desequilibrio surgido com a
domesticacdo. Nao se devem utilizar agrotoxicos no cultivo de plantas
medicinais, devido a alteracdes que tais produtos podem ocasionar no
“complexo ativo” do vegetal, bem como a permanéncia de residuos toxicos e de

metais pesados. A ciéncia homeopatica aplicada em plantas, apesar de ser



tecnologia nova, apresenta suporte bibliografico, metodoldgico e teodrico e tem
dispositivo legal por meio da Instrugdo Normativa N° 7 (Brasil, 1999).

Aloysia gratissima (Gilles e Hook.) Tonc. (Verbenacea), arbusto
silvestre nativo no sul do Brasil ¢ muito melifero e aromatico, com grande
potencial de producdo de oleo essencial. Os objetivos deste trabalho foram
avaliar o crescimento vegetativo, teor de dleo essencial em niveis de irradidncia
e sob solugdes homeopaticas, bem como testar o efeito fungitoxico do oleo

essencial de 4. gratissima.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacdo botanica e fitoquimica da espécie Aloysia gratissima
(Gilles & Hook.) Troncoso

A.

gratissima possui a seguinte classificacao taxonomica:

Divisdo: Angiospermae

Classe: Dicotiledonea

Familia: Verbenaceae

Género: Aloysia

Espécie: Aloysia gratissima Tronc.

Sinonimia: Lippia lycioides (Cham.)

Nomes populares: alfazema-do-brasil, mimo-do-brasil, erva-da-
graca ¢ erva-santa

A familia Verbenaceae, segundo Joly (2002), compreende 100 géneros

distribuidos nas regides tropicais e subtropicais de todo mundo. No Brasil,

compreende 22 géneros, geralmente bastante aromaticos, como Lippia, Aloysia,

Vitex, Verbena e Lantana e com agdes comprovadas de seus diversos extratos

como antimicrobianos.

O género Aloysia contém 30 espécies, distribuidas nas Américas, dos

Estados Unidos até a Patagdnia, das quais as mais estudadas sdo:

A. gratissima (Gilles & Hook.) Troncoso
A. triphylla (L’Hér.) Britt

A. macrostachya (Torr.) Moldenke

A. sellowii (Briquet) Moldenke

A. virgata Ruiz et Pav.



A espécie Aloysia gratissima ¢ um arbusto que pode alcangar 3 metros
de altura, raramente mais que isso, e tem crescimento desordenado. Suas folhas
sdo simples, contrarias, algumas vezes alternadas, inteiras ou dentadas,
lanceoladas, macias ou subcoriaceas, os brotos sdo fortes e herbaceos. As flores
sd0 pequenas, brancas, fragrantes, em agrupamentos axilares solitarios ou
geminados ou em inflorescéncias paniculadas e terminais. De Folhagem
persistente, floresce na primavera e verdo. E uma planta nativa do México ao
Noroeste da Argentina, concentrando-se em nosso pais na Regido Sul. E planta
ornamental, apta ao paisagismo devido a intensidade da floracdo e aroma
agradavel das flores, e também € medicinal e melifera. A propagacao se da por
sementes ou estacas. O método mais comum a estaquia, pelo fato da lentidao da
propagacao por sementes (Ricciardi et al., 2000).

Segundo Bassols et al. (1996) 4. gratissima, apresenta propriedades
estomacais, diaforéticas, digestivas, tonicas e antigripais.

Ricciardi et al. (1999) observaram alteracdes sazonais qualitativas no
6leo essencial de A. gratissima segundo a época da colheita, outono ou
primavera, obtendo resultados bem diversos entre cetonas monoterpénicas e
hidrocarbonetos sesquiterpenos. Os componentes mais importantes de amostras
provenientes do Brasil, Uruguai e Argentina sdo: nas folhas, o 1,8 cineol (3%),
limoneno (Bauer et al., 1969), sabineno (30%), a-pineno (9,7%) e a-bisaboleno
(5,8%) (Soler et al., 1986); ja nas inflorescéncias, os componentes sdo a
pulegona (65,8%), o limoneno (3,6%), o espatulenol (2,1%) e a tuiona (1,9%)
(Zygadlo et al., 1995).

Ricciardi et al. (2000) relataram a grande variabilidade na composi¢ao
quimica do 6leo essencial da espécie, junto com uma grande diversidade de
acOes que lhe sdo atribuidas. Nessa espécie, a fase fenologica tem um papel
muito importante na qualidade do o6leo essencial. Ao contrario do género

Lippia,apresenta uma porcao de sesquiterpenos alta, o que lhe da seu perfume ¢



as caracteristicas, com a¢des estimulantes, adstrigentes e antifiingicas. E relatada
uma variacdo quimiotipica grande, segundo a origem geografica. O mesmo
autor ressalta a importancia de alguns quimiotipos contendo o composto tuiona
cujo teor na época da floragdo, ¢ maior. A tuiona trata-se de uma cetona nao
muito comum na familia, chamando a ateng@o sua neurotoxicidade que em altas

concentracdes, esta substincia pode causar convulsoes.

2.2 Plantas medicinais

O Brasil, possui area territorial de 8,5 milhdes de quilometros quadrados,
abrigando varios biomas (Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Amazdnia e
caatinga) e grande diversidade de solos e climas, que favorecem a riqueza de
espécies da flora, distribuidas nos diversos ecossistemas brasileiros. A
magnitude da biodiversidade brasileira ndo ¢ conhecida com precisdo, tal sua
complexidade. A estimativa é que existem mais de dois milhdes de espécies de
plantas, animais e microrganismos. O Brasil ¢ o pais de maior diversidade
genética vegetal do mundo, possuindo cerca de 60.000 espécies de um total de
mais de 155.000 reconhecidas entre as angiospermas tropicais (Prance, 1977;
Giulietti & Forero, 1990; Dias, 1996).

As plantas sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais constituem modelos para sintese de um grande numero
de farmacos. Pesquisadores da area de produtos naturais t€ém uma vasta gama de
produtos que sdo encontrados nesse numeroso banco genético em termos de
estruturas e de propriedades fisico-quimicas e biologicas. Apesar do aumento de
estudos nessa area, os dados disponiveis revelam que apenas 15% a 17% das
plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (Nodari, 2000).

O estudo sobre plantas medicinais ¢ bastante complexo e, por isso,

multidisciplinar, polarizando a aten¢do de agrénomos, botanicos, bidlogos,



bioquimicos, quimicos, farmacéuticos, médicos e outros. A producdo ou a
produtividade de biomassa vegetal produzida nio sdo os Unicos objetivos, pois,
o que determina o interesse final sdo os teores de principios ativos (Pinto &
Bertolucci, 2002).

Durante a segunda metade do século XX, houve predominio total da
industria de sintese, como resultado de pesquisa realizada durante os periodos de
guerra, juntamente com a industria quimica de adubos e dos agrotoxicos. Poucos
laboratérios continuaram a trabalhar com fitoterapicos. Atualmente, a
Organizagdo Mundial de Saude estima que 80% da populagdo mundial depende
da medicina tradicional para suas necessidades basicas de saude e que quase
85% da medicina tradicional envolve o uso de plantas medicinais, seus extratos
vegetais e seus principios ativos (IUCN, 1993).

No Brasil, 20% da populagdo s@o responsaveis por 63% do consumo de
medicamentos disponiveis. O restante da populagdo encontra nos produtos de
origem natural, especialmente as plantas medicinais, a Unica fonte de recurso
terapéutico. Portanto a politica de saude deve priorizar a atengdo primaria de
saude, preventiva e que junto com programas de implantag@o da fitoterapia em
unidades de saude dos municipios e do SUS, busque-se a redugdo de custos,
podendo-se agregar nessa cadeia sustentdvel da vida o pequeno produtor
organico como fornecedor e enriquecedor desse sistema social (Di Stasi, 1996).

No aspecto da saude, o tema fitoterapicos tem estreita relagdio com as
politicas publicas de saude no Brasil e também com as politicas de
medicamentos. A incorporagio da fitoterapia nas praticas de saude da populacao
e a promoc¢ao de plantas medicinais, a legitimidade crescente que se quer dar as
praticas médicas populares, assim como a revisdo de medidas existentes sobre a
legalizagdo, o registro e o uso de fitoterapicos, representam um avango na

matéria, que envolve processo longo de definigoes e decisdes sobre os esforgos



de cientistas e técnicos na producdo, comercializacdo e pesquisa de plantas
medicinais (Silva, 2001).

As informagdes revelam a necessidade de se buscar alternativas que
superem a dependéncia externa, principalmente quando se confrontam os altos
precos dos medicamentos. O panorama brasileiro nessa area mostra que 84% de
todos os farmacos sdo importados e que 78% da produgdo brasileira sdo feitos
por empresas multinacionais (Nodari, 2000).

A preocupante taxa de extingdo de espécies vegetais também leva a
necessidade de se considerar urgente o estabelecimento de politicas e ag¢des de
conservagdo. A biodiversidade pode ser entendida como preciosa biblioteca
genética mantida em seus ecossistemas naturais, na qual pequena parte de seus
componentes foi adequadamente estudada (Nodari, 2000).

Os metabolitos secundarios tém atribuicdes bioldgicas importantes que
garantem vantagens adaptativas e possibilitam a sobrevivéncia e a perpetuagao
das espécies em seus ecossistemas. Esses compostos, quando isolados,
normalmente apresentam ago diferente daquela apresentada pela planta total, ou
seja, pelo seu fitocomplexo. Esses compostos possuem caracteristicas
particulares, ndo se distribui de maneira uniforme no vegetal; concentra-se em
orgdos preferenciais, de acordo com a espécie; ndo apresenta uma concentragao
uniforme durante o seu ciclo de vida, variando com o habitat, a colheita ¢ a
preparacdo, funciona como mensageiros quimicos, altamente influenciaveis por
aspectos climaticos, especialmente a luminosidade (Pinto & Bertolucci, 2002).

Atualmente, ha demanda por novas tecnologia e opgdes na produgdo
agricola. As limita¢des a expansdo das fronteiras agricolas e a necessidade de
manuten¢do ou melhoria do ambiente, associadas a expectativa de melhoria da
qualidade de vida no meio rural e nas cidades, exigem maior eficiéncia dos
processos relacionados a produgdo vegetal, por meio de uso de tecnologia

pertinente (Guerra et al., 1998). Existem, portanto, grandes possibilidades de



progressos na pequena agricultura familiar, que ja utiliza a agricultura orgénica e
a homeopatia, podendo, entdo, utilizar na producdo de plantas medicinais, como

fonte de renda e melhoria da qualidade de vida da populagdo como um todo.

2.3 Oleos essenciais

Os oleos essenciais sdo definidos como misturas complexas, podendo
conter 100 ou mais compostos organicos; geralmente sdo misturas volateis,
lipofilicas, liquidas e aromaticas. Na mistura, os compostos estdo em diferentes
concentragdes; normalmente, algum deles ¢ o composto majoritario, existindo
outros em menores teores, os constituintes-traco, com significativa importancia,
sendo normalmente produzidos no final das rotas metabodlicas (Waterman,
1993). Sdo substancias altamente concentradas que contém hormonios,
vitaminas, antibidticos e anti-sépticos.

Os terpenos ou terpenodides compreendem uma grande classe de
metabolitos secundarios. O nome terpeno € derivado de um grupo de substancias
chamadas isoprendides, que sdo derivadas do acido mevalonico e contém cinco
unidades de carbonos. Atualmente, terpeno tornou-se um nome genérico para
todas as classes de substancias compostas de isoprendides, independentemente
do numero presente de molécula. As principais classes de terpenos sao:
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e politerpenos, com 10,
15, 20, 30 e mais de 30 unidades de carbono, respectivamente (Mann, 1987).

O numero de compostos terpénicos conhecidos ultrapassa 8.000. Os
componentes terpénicos mais freqlientes nos Oleos volateis sdo os
monoterpenos, estimados em 150 e os sesquiterpenos, em 1000 (Breitmaier,

1999).
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Na extracdo de Oleos essenciais, varios métodos sdo utilizados,
envolvendo hidrodestilagiao por arraste vapor, extracao por solventes organicos e
por CO; liquido (Simdes & Spitzer, 2000). Os métodos mais comumente
utilizados sdo a hidrodestilacdo e a destilagdo por arraste a vapor, por serem
mais simples e rapidos.

De acordo com a teoria da co-evolucdo anti-herbivora, muitos
metabolitos secundarios foram desenvolvidos com funcgdo de defesa (Kogan,
1986) e também associados a polinizadores, a dispersdo de frutos por animais
frugivoros e, ainda, como agentes de competi¢do planta-planta (alelopatia) (Taiz
e Zeiger, 1991). Assim, os metabolitos secundarios, por serem fatores de
interacdo entre organismos, freqiientemente tém atividades biologicas
interessantes, atuando, inclusive, na cura de doengas nos seres humanos e
possuindo uma grande importancia comercial (Santos, 2000). Portanto, o
metabolismo secundario, por ser responsavel pelas relagdes entre a planta e o
ambiente onde ela se encontra e, por causa do seu carater adaptativo, pode ser
manipulado geneticamente. Os fatos de o metabolismo secundario, além do
primario, ser regido pelo codigo genético e este interagir com o ambiente tém
grande importancia na producdo de plantas medicinais, pois a qualidade do
produto final ¢ fortemente influenciada pelas técnicas de cultivo adotadas em
sua produgdo e pelas caracteristicas genéticas da populagao sob cultivo.

Existem varios fatores ambientais que influenciam a producdo do 6leo
essencial. Esses fatores ambientais podem ser divididos em bidticos e abidticos.
Deve-se considerar que a planta faz parte do ambiente como um todo, recebendo
influéncia e interferindo no meio.

Fatores bioticos estdo relacionados com interagdes planta-planta, planta-
microrganismos e planta-herbivoros e constituem respostas dos mecanismos,

que variam de acordo com suas relacdes ecoldgicas locais e imediatas,
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resultando em situagdes que podem alterar os processos internos de sintese e
metabolitos (Andrade & Casali, 1999).

Entre os diversos fatores abidticos, encontram-se pressdes de variagoes
climaticas ou edaficas. A diversidade de ambientes ecogeograficos do Brasil ¢
um dos fatores responsaveis por sua enorme quantidade de espécies de plantas
medicinais (Silva, 2000).

A composi¢do quimica do 6leo essencial pode variar até mesmo entre
cultivares da mesma espécie, sendo, nesse caso, possivel estabelecer quimiotipos
ou ragas quimicas; essa caracterizacdo € freqiiente em plantas ricas em 6leos
volateis. Analisando a composi¢ao quimica do 6leo essencial de 10 cultivares de
Ocimum basilicum, Marotti et al. (1996) caracterizaram trés quimiotipos. Batista
et al., (2003) avaliaram 11 amostras de Hyptis suaveolens oriundas de diferentes
regides do cerrado e segundo as andlises quimicas, foram classificadas em trés
grupos de acordo com seus componentes principais.

O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e os tipos de cultivo também
influem na composi¢ao quimica dos 6leos volateis. Kamada (1999), estudando o
efeito ambiental sobre a composicdo quimica em manjericio (Ocimum spp.),
constatou a influencia ambiental significativa no aspecto quantitativo da
produgdo dos constituintes quimicos, ocorrendo grande plasticidade fenotipica.
Campos (2002) relata a variacdo na quantidade e na qualidade do 6leo essencial
de Hyptis suaveolens, segundo latitudes e altitudes de coletas.

Ricciardi et al. (1999) observaram grande variedade de compostos
volateis nas folhas de Aloysia gratissima, segundo a época de colheita (outono e
primavera).

As substancias sintetizadas pelas plantas medicinas em resposta as
necessidades ecologicas e de desenvolvimento podem ainda atuar contra fungos

e bactérias, na atragdo de polinizadores, como repelentes e inibidores da
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alimentacdo de animais e alelopaticamente, estimulando ou inibindo a

germinagdo de sementes (Silva & Casali, 2000).

2.4 Efeito da irradiancia no crescimento

Entre os fatores ambientais, a luz é primordial no crescimento das
plantas, ndo s6 por fornecer energia na fotossintese, mas também por fornecer
sinais que regulam seu desenvolvimento. Visando a resposta ao estimulo
luminoso, as plantas contém varios receptores de luz que sdo sensiveis a
diferentes intensidades. Dessa forma, modifica¢des nos niveis de luminosidade,
aos quais a espécie esta adaptada, condicionam as possibilidades fisiologicas que
refletem nas suas caracteristicas bioquimicas anatomicas e de crescimento
(Atroch, 1999). O crescimento vegetativo ¢ controlado pela base genética que
opera via processos fisiologicos e pelo ambiente em que o organismo cresce.

A adaptagio das plantas ao ambiente de radiacdo depende do ajuste de
seu aparelho fotossintético, de modo que a luminosidade ambiental seja utilizada
de maneira mais eficiente possivel. As respostas dessas adaptacdes serdo
refletirdo no crescimento global da planta (Castro, 2002b).

A luz, dentre os outros fatores do ambiente desempenha um papel
relevante no controle dos processos associados ao acimulo de biomassa (Vilela
& Raretta, 2000; Valio, 2001). Castro (2002b) conclui que a luz contribui de
forma importante no maior ou menor crescimento das plantas, pela plasticidade
adaptativa das espécies e das condigcdes de radiac@o solar. Essa caracteristica ¢
dependente do ajuste de seu aparelho fotossintético, de modo a garantir maior
eficiéncia na conversdo da energia radiante em carboidratos e

conseqiientemente, maior crescimento.
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Segundo Panduro (1986), citado por Fidelis (2003), a deficiéncia de
radiagdo proporciona alongamento celular, causando estiolamento sem alteragdo
do teor da matéria seca.

Pesquisas sobre os efeitos da intensidade de luz sobre o crescimento tém
demonstrado que as espécies respondem de formas distintas aos niveis de luz.
Bauhinia forficata Link. submetida a trés niveis de irradiancia (100%, 70% e
50%) apresentou melhor desempenho nos tratamentos sombreados (Atroch,
1999).

Em Sapium sebiferum (L.) Rox., o achmulo de matéria seca foi maximo
em 100% de luz, enquanto que em Fraxinus caroliniana, a maxima acumulagao
ocorreu em 53% de luz (Jones & Mcleod, 1990).

Naves (1993) avaliou o efeito de quatro niveis de radiacdo sobre trés
espécies florestais, observando que na espécie heliofila ocorreu maior acimulo
de matéria seca a pleno sol.

Castro et al. (1996) concluiram que os niveis de sombreamento (67% e
48% de luz solar) proporcionaram melhor desenvolvimento das mudas de
Muntigia calabura L. em relacdo a condicdo de pleno sol, pois houve maior
acimulo de matéria seca total.

Silva (2001) constatou, em trabalho com Baccharis trimera, que o nivel
de irradidncia influenciou significativamente o crescimento e o desenvolvimento
das plantas. Com o aumento da irradiancia ocorreu a reducdo da altura das

plantas e o aumento da biomassa fresca e seca da parte aérea.

2.5 Efeitos da irradiancia nos teores de clorofilas

As plantas adaptam-se a diversos ambientes, segundo fatores genéticos e

a plasticidade fenotipica evolutiva adquirida em sua existéncia, por meio da
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busca da convivéncia com o ambiente ¢ de uma homeostase natural (Andrade &
Casali, 1999).

O crescimento e¢ a adaptacdo da planta a esses ambientes estdo
relacionados a sua eficiéncia fotossintética que, por sua vez, depende, dentre
outros fatores, dos teores de clorofila presentes na folha (Castro, 2002b).

A sintese e a degradacdo das clorofilas estdo sob o efeito direto da
intensidade da luz. Sendo a velocidade de decomposicdo maior sob elevada
radiag¢do luminosa, entdo o equilibrio ¢ estabelecido em concentragdo mais baixa
(Kramer & Kozlowski, 1979).

Folhas crescidas em baixa radiagdo t€m mais clorofila por unidade de
peso ou de volume foliar, porém, o conteudo de clorofila por unidade de
superficie foliar ¢ menor do que aquele das folhas crescidas em radiagdes
maiores. A proporc¢ao de clorofila a/b diminui a medida que diminui a radiagdo
(Fidelis, 2003).

Nao s6 a concentragdo total de clorofila, mas também a proporgdo entre
seus diversos tipos mudam em fungdo da intensidade luminosa. Em geral,
demonstra-se que a propor¢do entre a clorofila ¢ e b tende a diminuir com a
redug¢do da intensidade luminosa (Lee, 1988). Segundo Whatley & Whatley
(1982), a maior proporgao relativa da clorofila b em plantas sombreadas ¢
importante, pois possibilita a captagdo de energia de outros comprimentos de
ondas, por ela ser mais eficiente.

Engel e Poggiani (1999), estudando a concentragdo de clorofilas e seu
espectro de absor¢do em quatro espécies florestais nativas, submetidas a quatro
niveis de sombreamento (0%, 41%, 68% e 82%), observaram que o teor de
clorofila nas folhas correlaciona-se positivamente com o nivel de sombra em
todos as espécies, sendo esta correlacdo mais elevada na clorofila b, enquanto a

razdo entre clorofila a/b correlacionou-se negativamente com o sombreamento
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em duas espécies estudadas. Resultados semelhantes foram relatados por Lee

(1988) e Naves (1993).

2.6 Efeitos da irradiancia no teor de oleo essencial

Os metabolitos secundarios podem estar presentes em varios Orgaos
vegetais e em concentragdes que podem variar em fun¢do dos fatores internos ou
externos a planta, como estadio de desenvolvimento e condi¢des ambientais. As
interagdes entre os fatores do ambiente fisico e a biossintese de compostos
secundarios tém, atualmente, recebido atengdo especial de pesquisadores,
particularmente no que se refere ao fotocontrole de aspectos qualitativos e
quantitativos (Simoes & Spitzer, 2000).

A luz tem profundo efeito nos niveis e composi¢do de dleos essenciais.
Em plantas de carqueja (Bacharis trimera), o aumento do nivel de irradiancia
causou tendéncia de acréscimo no teor de oOleos essenciais e elevou
consideravelmente seu contetido na planta (Silva, 2001). Na espécie Ocimum
seloi Benth., ndo houve diferenca no teor de 6leo entre plantas mantidas sob
radiagdo solar plena e sombreamento parcial de 50% (Gongalves, 2001).

Letchano & Gosselin (1996), estudando plantas de tomilho e Ventrela &
Ming (2000) em sua pesquisa com Lippia alba, observaram que em plantas
submetidas a maior nivel de irradiancia houve maior teor de 6leo essencial.

Pelos diversos resultados encontrados, pode-se inferir que os efeitos dos
fatores ambientais sobre o metabolismo dos terpenos sdo complexos, devendo
ser analisados em conjunto com outros fatores fisiologicos e de cultivo.

Li et al. (1996), em estudo com Salvia officinalis L. cultivadas com 45%
de luz solar, obtiveram altos teores de dleo essencial rico em thujona, porém,

com baixas concentragdes de canfora, em comparagdo com o 0leo essencial de
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salvia cultivada em outras intensidades luminosas. Em outro estudo, obtiveram
aumento do teor de dleo essencial € nas concentragdes de timol e mirceno, em

plantas de Thymus vulgaris crescidas em ambientes com 100% de luz solar.

2.7 Efeito da irradidncia nas caracteristicas anatomicas da folha

A anatomia de uma folha pode ser grandemente influenciada pelo nivel
de luz durante o crescimento, pois a folha é um 6rgao muito plastico e a sua
estrutura interna adapta-se as condi¢cdes de luz do ambiente. Esta ¢ uma
plasticidade adaptativa comum das espécies que apresentam amplo potencial de
aclimatagdo (Whatley & Whatley, 1982; Bjorkman, 1981).

A anatomia da folha ¢ altamente especializada visando absorc¢ao de luz.
A camada celular mais externa, a epiderme, € transparente a luz visivel e suas
células sdo, com freqiiéncia, convexas (Gomes, 2004; Vogelmann et al., 1996).

Varios estudos tém demonstrado esta plasticidade fisiologica e
anatomica em distintas condi¢cdes ambientais (Atroch, 1999; Gongalves, 2001).

A alta radiagdo causa crescimento maior do mesofilo principalmente do
tecido paligadico, resultando em folhas mais espessas (Boardman, 1977;
Barreiro, 1992). As células epidérmicas convexas podem atuar como lentes e
concentrar a luz. Desse modo, a quantidade de luz que atinge alguns cloroplastos
pode ser muitas vezes maior do que a quantidade da luz do ambiente
(Vogelmann et al., 1996).

Nobel et al. (1975), estudando Plectranthus parviflorus Hankel em
niveis de irradidncia, verificaram que houve variagdes na espessura das folhas, a
qual triplicou com o aumento da luz.

Segundo Boardman (1977), folhas de sombras sdo geralmente mais
delgadas e extensas que as folhas de sol. Inimeros autores tém constatado que

niveis elevados de luz causam um maior desenvolvimento do parénquima
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pali¢adico e esponjoso, resultando em folhas mais grossas (Bowes et al., 1972;
Crookston et al., 1975).

Atroch (1999) constatou, em plantas de Bauhinia forficata, que, no nivel
de radiacdo solar plena, o tecido palicadico ocupou 80% do mesofilo. Castro
(2002b) concluiu, em trabalho com Mikania glomerata, que a variagdo na
anatomia das folhas foi caracterizada por um aumento da espessura foliar nas

plantas submetidas a maiores intensidades de radiag@o.

2.8 Atividade fungitoxica dos dleos essenciais

Na natureza, as substincias sintetizadas pelas plantas medicinais, em
resposta as necessidades ecologicas e de desenvolvimento, protegem essas
espécies contra fungos e bactérias. Com isso, atualmente, as pesquisas utilizam,
em bioensaios, substancias do metabolismo secundario visando identificar
atividade biologica com agdo no homem e na agricultura (Amorim, 2003).

Com o desenvolvimento de microrganismos cada vez mais resistentes
aos agroquimicos, pesquisas tém sido realizadas com o intuito de buscar formas
alternativas e seguras de controle de pragas ¢ doengas. Considerando o aspecto
econdmico e a propria satide humana, investigacdes a respeito da atividade
biologica de extratos vegetais, assim como os Oleos essenciais, tém sido
pesquisados, com a finalidade de substituirem com seguranga os pesticidas,
inseticidas e fungicidas (Amorin, 2003).

Segundo Koeler & Sheinpflug (1987), fungicidas sistémicos tém alto
grau de especificidade, inibindo somente um ou poucos sitios especificos no
patogeno. Entdo, ¢ mais comum o aparecimento de resisténcia, devido ao fato
que o aparecimento de mutag@o em apenas um gene, ¢ suficiente para diminuir a

afinidade com o fungicida.
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Embora haja consenso quanto ao poder anti-séptico dos 6leos essenciais,
0 mesmo nao se pode dizer quanto a sua classificacdo por sua propriedade
antigénica. Como os oleos essenciais sdo produtos da relacdo da planta com o
ambiente, sua composi¢do quimica depende de tantos fatores que ¢ dificil obter
duas vezes exatamente a mesma esséncia. Com isso, 0s microorganismos nao
impdem resisténcia aos dleos essenciais.

Pesquisas recentes indicam que o fenomeno da resisténcia se verifica
num nivel muito menor do que o encontrado no caso dos quimicos sintéticos.
Isso ¢ perfeitamente compreensivel se considerarmos que os Oleos essenciais
tém estruturas mais complexas e sdo produzidos pelos mecanismos de defesa da
planta (Lavabre, 1993).

Nas tultimas décadas, a preocupagdo com o ambiente e a saude humana
fez com que empresas procurassem desenvolver produtos menos agressivos a
natureza ¢ ao homem. Muitas pesquisas se desenvolveram também com extratos
vegetais como defensivos agricolas.

Um exemplo desses trabalhos ¢ o tomilho, muito utilizado em produtos
para combater fungos de pele, pois possui o timol, excelente fungicida e
bactericida. Por meio da similaridade, extrato dessa planta foi utilizado no
combate de uma série de fungos fitopatogénicos, obtendo-se bons resultados.
Apesar desses resultados, esses tipos de trabalhos comecaram a apresentar
problemas de repetibilidade em outras regides. Uma explicacdo para este fato ¢ a
alta influéncia do ambiente sobre o metabolismo secundario (Inneco, 2003).

Diversos trabalhos tém demonstrado a atividade fungitoxica dos oleos
essenciais. Dentre estes, citam-se os estudos de Harborne (1994), que confirmou
a acdo fungitoxica dos sesquiterpenos, tendo 62% desses metabolitos testados
apresentaram atividade inibitéria. Posteriormente, Wedge e colaboradores

(1999), utilizando 36 sesquiterpenos lactonicos contra fungos Colletotrichum
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gloeoporioides, Fusarium oxysporium, Botrytis cinerea, entre outros,
conseguiram inibi¢des significativas.

Valarini et al. (1995) comprovaram a eficiéncia do 6leo essencial de
Cimbopogon citratus pulverizado a 10% na inibi¢ao do crescimento micelial de
fitopatogenos do feijoeiro (Phaseolus vulgaris).

Salgado (2001) trabalhou com oleo essencial de trés espécies de
eucalipto (Eucalyptus sp) quanto a atividade fungitoxica sobre trés fungos dos
géneros Botrytis, Fusarium e Bipolaris, constatando que, a 500 ppm, o 6leo das
trés espécies de eucaliptos causou inibi¢do no crescimento micelial nas trés
espécies de fungos.

Amorim (2003) usou extratos macerados a frio de hexano e metano
sobre dois fungos Bipolaris sorokiana e C. gloeoporioides. Pela a analise
qualitativa dos componentes do extrato hexé@nico, observou-se que ele extrai da
planta, majoritariamente, 6leos e ceras e que este extrato foi mais eficaz na
inibicdo dos fungos.

Lemos et al. (1990), avaliando os Oleos esséncias de dez plantas
brasileiras, verificaram que, entre elas, o 6leo de Lippia sidoides exibiu grande
atividade contra todos os microorganismos testados (Saccharomices cerevisae,

Aspergillus flavus e Cryptococus neofarmans).

2.9 Aspectos biolégicos e agrondmicos dos fungos

A ocorréncia de doengas da parte aérea em espécies vegetais foi
estudada na regido de Lavras, MG e a classe Deuteromicotina foi constatada
como a de maior nimero. O género Fusarium sp. foi o de maior ocorréncia,
seguido por Colletotrichum sp. Isso se deve ao grande numero de podriddes pos-

colheita catalogadas, em que 72 espécies sdo do género Fusarium, responsavel
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por 12,1% das enfermidades, seguido de Colletotrichum, com 56 espécies ¢
10,5% das enfermidades (Pozza, 1994).

Segundo Pozza (1994), a grande incidéncia de F. oxysporium pode ser
devido, a resisténcia desse fungo, que desenvolve estruturas, como
clamidésporos, com capacidade de sobrevivéncia no solo por longo periodo.
Este ¢ um dos principais fungos produtores de micotoxinas que desenvolvem
doengas em animais ¢ humanos.

Um grande problema em pomares de bananas ¢ o mal-do-panama,
causado pelo F. oxysporium cubense, fungo de solo com alta capacidade de
sobrevivéncia. O controle quimico, a rotagdo de culturas e a inundagdo, dentre
outras medidas de controle, ndo t€m sido eficientes para controlar sua infestagao
(Pereira et al., 1999).

Por outro lado, a incidéncia do género Colletotrichum sp deve-se a
facilidade da disseminagdo, sendo um fungo cosmopolita atacando diversas
espécies vegetais, principalmente fruteiras (Goes, 1995). A espécie C.
gloeosporioides causa a podridao-peduncular, principal agente causador de
perdas em pods-colheita e também como causador da antracnose (Silva, 2001).
Além de causar a antracnose foliar e do fruto, o C. gloeoporioides é o causador
da “queda do fruto jovem”, principalmente no género Citrus (Gobes, 1995;
Santos, 1996).

O fungo Botrytis cinerea ¢ também cosmopolita, causando danos em
casa de vegetacdo, plantas ornamentais, medicinais, hortalicas e frutiferas. Ele ¢
o causador do mofo cinzento queima e tombamento de mudas, ataca as folhas,
hastes e os frutos, sendo muito comum nos cultivos protegidos e produz conidios
que sdo disseminados pelo vento infectando tecidos feridos ou senescentes. O
controle fundamenta-se, principalmente, no emprego de fungicidas, com

eficiéncia bastante limitada (Ferreira, 1989).
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2.10 Homeopatia em plantas

2.10.1 Principios da homeopatia
A ciéncia homeopatica se fundamenta em quatro principios basicos:
1) Lei dos Semelhantes

Principio da similitude. “Semelhante Cura Semelhante”.

Todo agente que atua no organismo recebera reagdo deste em resposta,
com maior ou menor intensidade de acordo com suas possibilidades biologicas e
seu maior ou menor grau de equilibrio da energia vital, assim como da

intensidade dos agentes agressores (Schembri, 1976).

Os sintomas induzidos por uma substdncia num organismo sadio
(patogenesia) podem ser curados por essa mesma substincia, quando
manifestados num organismo doente.

Patogenesia ¢ o quadro sintomatico obtido pela experimentacdo
medicamentosa no organismo sdo. Atualmente, pode-se trocar o termo
organismo por planta sa e observar a patogenesia do vegetal. Com esse quadro
de patogenesia descrito, ao encontrar-se uma planta com sintomas semelhantes,
pode-se utilizar a substancia que foi causadora dessa situagdo (Castro, 1999).

A isopatia ¢ o tratamento através dos iguais, independentemente da
natureza e da substincia empregada, organica ou ndo. E indicada no sentido de
dessensibilizar um organismo de algum toxico, parasitismo ou agente alergeno,
uma vez que cada corpo tem campo eletromagnético (desde o organismo mais
simples até o planeta como um todo). Qualquer substancia administrada a um ser
vivo tem o potencial para causar os efeitos quimicos, ou efeitos sobre o campo
eletromagnético do organismo. O campo eletromagnético (plano dinamico) ¢
influenciado pela substancia que seja suficientemente semelhante para que a

freqiiéncia tenha ressonancia (Vithoulkas, 1980; Andrade, 2000).
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2) Experimentacio em ser sadio
Visando conhecer as potencialidades, as substancias devem ser
experimentadas repetidas vezes em organismos sadios. O quadro de sintomas

manifestado constituirad a patogenesia da substancia (Vithoulkas, 1980).

No tratamento de plantas ou animais vem sendo utilizado o resultado das
experimentagdes obtido nos seres humanos, por analogia de sintomas, até que

sejam realizadas experimentagdes especificas em cada espécie (Barollo, 1996).

3) Doses minimas e dinamizadas:

A maioria das substincias ¢ potencialmente toxica. Hahnemann fez sua
descoberta tentando, inicialmente diluir as substincias, o que reduziria a
toxicidade, mas reduziria o efeito terapéutico. Desenvolveu, entdo, a técnica de
adicionar energias cinéticas as dilui¢des, agitando-as por meio de sucussao, o
que se denomina potencializacdo ou dinamizagdo (Vithoulkas, 1980). No
entendimento do principio da dose minima ¢ necessdrio o conhecimento das
técnicas de preparagdo dos medicamentos homeopaticos. Esse principio ¢
conhecido por outros nomes, como dose infinitesimal ¢ dose dinamizada. O
principio da dose minima e dinamizada surgiu das observacdes de Hahnemann
de que as substancias, ao serem diluidas e agitadas sucessivamente, recebiam
poder energético medicamentoso capaz de restabelecer a energia vital

(Rabannes, 1993).

Segundo a ciéncia homeopatica, o efeito observado provavelmente
ndo ¢ devido unicamente a presenca de maior ou menor quantidade de
moléculas do material de origem na solu¢do. O processo de dinamizacgdo
consiste em submeter a solu¢do a um determinado niimero de sucussdes
(agitagdes), fazendo com que haja grande contato e atrito entre as
moléculas do soluto e do solvente. Esse contato, provavelmente, origina

alteracdes nos campos das moléculas envolvidas, modificando suas
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propriedades em ambito energético. Assim, o efeito homeopatico ocorre
devido a interagdes energéticas que acontecem entre a solucdo
homeopdtica e os organismos nos quais ¢ aplicado e menos ao efeito
puramente molecular da substancia (Castro, 1999).
4) Medicamento unico

E 0 uso de um medicamento por vez na experimentagio, onde se procura
a patogenesia que se assemelha ao quadro de sintomas que individualizam o ser
doente. Procura-se, por meio da patogenesia, igualar o conjunto de sintomas de
um desequilibrio que, a principio, teria uma semelhante fonte vibracional,
fazendo-se um trabalho de cura de dentro para fora, do 6rgdo mais nobre ao

menos nobre (Vithoulkas, 1980; Andrade, 2000).

2.10.2 Homeopatia na agricultura

A agricultura, sem duvida, ¢ atividade essencial o desenvolvimento
sustentavel do pais. Deve ser reconhecida ndo apenas por sua importancia
econdmica, como também pelos seus aspectos culturais e de geracdo do saber,
do trabalho e qualidade de vida, devido a estreita relagdo do ser humano com a

natureza.

As experiéncias do uso de homeopatia em vegetais vém sendo realizadas
em varios locais do Brasil (agricultores, universidades, etc.) e também em outros
paises, como Franga, Inglaterra, Cuba, india e outros. Resultados positivos vém
sendo obtidos no aumento de resisténcia a pragas e doengas, tolerancias a
estresses, producdo de mudas, melhoria de solos, etc. (Arenales, 1998).

O uso de preparagdes homeopaticas na agricultura iniciou-se com a
orientagdo do filoésofo austriaco Rudolf Steiner. As preparagdes indicadas por

Steiner tinham caracteristicas distintas das preparagdes homeopaticas
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propriamente ditas, principalmente na sua elaboracdo, porém apresentando os
mesmos principios do sistema proposto por Hahnemann (Castro, 1999). Steiner
foi o fundador da Medicina Antroposofica, a qual engloba a agricultura
biodindmica que utiliza métodos de diluigdes e dinamizagdes proprios (Almeida,

2002).

Em 1999, foi oficializado no Brasil o uso da homeopatia na agropecuaria
organica (Brasil, 1999). Esse fato foi um marco para a utilizagdo das solugdes
homeopaticas na agricultura, visando a melhoria da qualidade de vida. Trata-se
de um instrumento importante que carece de pesquisas e que vem ao encontro do
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel ndo dependente de insumos
importados.

Segundo Almeida (2002), diversas sdo as diretrizes do trabalho
experimental em homeopatia realizado com os vegetais. Os experimentos tém
sido conduzidos visando avaliar os efeitos das preparagdes homeopaticas no
controle de doencgas, de microrganismos patogénicos de produtos armazenados,
de insetos-praga, de efeitos no crescimento e mecanismo de defesa dos vegetais

e na acdo desintoxicante.

No controle de doenga de plantas, Verma et al. (1969) fizeram um
experimento com tabaco, no qual testaram varias solu¢gdes homeopaticas antes e
depois da inoculagdo do virus do mosaico do tabaco. Estes autores verificaram
que Lachesis e Chimaphilla, na dinamiza¢do C200, reduziram em 50% o

conteudo do virus, em 24 horas.

No controle de fungos, Khanna & Chandra (1976) testaram trés
preparados homeopaticos: Thuya occidentalis, Kali iodide e Arsenicum album,
no fungo Alternaria alternata e observaram a redu¢do no niumero de esporos de
maneira significativa. Em outro experimento, os mesmos autores verificaram

que Kali iodide e Arsenicum album inibiram completamente a germinacio de
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esporos do fungo Pestalotia psidii, causador da podriddo dos frutos da goiabeira.
Kumar & Kumar (1980), trabalhando com os preparados homeopaticos Spigelia
C30, Sulphur C200, e Teucrium C200 verificaram a inibicdo da germinagio de
esporos dos fungos Alternaria alternata, Curvularia vallescens € Drechslera

australiensis.

O uso das preparagdes homeopaticas no controle de insetos-praga foi
estudado por Fazolin et al. (2000) que conseguiram boa eficiéncia no controle da
vaquinha (Cerotoma tingomarianus) com a aplicagdo do bioterapico da propria

vaquinha, nas dinamiza¢des D5, D9, D15, e D29.

No caso particular dos vegetais, além do metabolismo primario, o
metabolismo secundario reveste-se de grande importancia, sendo este expressao
da sua individualidade quimica, relacionada a sensibilidade, a defesa e as
adaptacdes desses seres ao ambiente (Mann, 1987; Brown Jr., 1988). Em fungao
disto, acredita-se que as plantas medicinais sejam muito Uteis no conhecimento
dos vegetais perante as solugdes homeopaticas, uma vez que tais substancias
atuam, dentre outros fatores, na defesa, uma das fungdes relacionadas a energia
vital (Hamly, 1979).

Segundo Andrade (2000), a espécie Justicia pectoralis (chamba) ¢
sensivel a tratamentos homeopaticos, expressando respostas no crescimento e na
produgdo de cumarinas. Esta espécie apresenta alternancia de respostas nas
crescentes dinamizagdes, sendo que, nas baixas, atua principalmente, no
metabolismo primario, enquanto nas altas dinamizagdes atua no metabolismo
secundario.

Castro (2002a), trabalhando com chamba e capim-limao (Cymbopogon
citratus), observou alteragoes significativas nas caracteristicas anatomicas das

folhas de chamba com Sulphur C30 e no capim-limdo com o uso de Sulphur
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C200. Nesse mesmo trabalho, os preparados homeopaticos com acido himico,

isoterapico e Sulphur exerceram efeitos no metabolismo secundario.

Em trabalho recente, Andrade (2004) avaliou a respiragdo microbiana do
solo como indicador de altera¢des na vitalidade do solo tratado com homeopatia.
Verificou que os preparados homeopaticos Sulphur, Natrum muriaticum,
Magnésia carbonica, Phosphorus, Calcarea carbonica, Amonium carbonicum ¢
Kali carbonicum causaram aumento na taxa respiratoria do solo e que
interferiram no processo dinadmico vivo da matéria organica com potencial de

contribuir com o processo formativo do solo saudavel.

Segundo Casali (2002), diante da necessidade de escolha de preparados
homeopaticos para utilizagdo em plantas, a analogia com a Matéria Médica
Homeopatica ¢, portanto, a primeira possibilidade. A segunda ¢ adotar como
“similum” o elemento quimico nutriente ou sal mineral de maior valor
hierarquico da familia, género e espécie. A terceira hipotese consiste em
fornecer ao organismo o nosodio pertinente ao desequilibrio, acrescido do
provavel “similum”. A quarta ¢ a elaboracdo da Matéria Médica Vegetal, com
base na experimentagdo em plantas saudaveis.

Os principios da homeopatia consagrados no reino animal tém sido
verificados nos vegetais. Plantas de ervilhas intoxicadas com cobre foram
desintoxicadas com o preparado homeopatico Cuprum CHI15. Plantas de
manjericdo intoxicadas com sulfato de cobre tratados com Cuprum CH30
reduziram significativamente os teores de cobre a medida que cresciam sem que
esse efeito fosse devido a dilui¢do (Almeida, 2001).

A ciéncia homeopatica aplicada as plantas medicinais, apesar de nova,
apresenta suportes bibliograficos, metodologicos e tedricos, além de ter
dispositivo legal, a Instrugdo Normativa 07 (Brasil, 1999), como pratica de

plantas na agricultura orgénica.
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CAPITULO 2

NiYEIS DE LUZ SOBRE CARACTERES MORFOFISIOLOGICOS
E OLEO ESSENCIAL EM Aloysia gratissima (Gilles & Hook) Tronc.

RESUMO

CARDOSO, Julio César Wallwitz. Niveis de luz sobre caracteres
morfofisioldgicos e 6leo essencial em Aloysia gratissima (Gilles & Hook.)
Tronc. 2005. 100 p. Dissertagio (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia da radiagdo solar no
crescimento, nas caracteristicas morfoanatdmicas e nos teores de 0leo essencial
e clorofila em Aloysia gratissima Tronc. (Verbenaceae). Foram avaliados trés
niveis de irradiancia (pleno sol, 40%, 80% de sombreamento) sobre as
caracteristicas de crescimento, através do peso da matéria seca, caracteristicas
anatomicas da folha e teores de oOleo essencial e clorofila. Os resultados
mostraram que o nivel de 40% de sombreamento foi o melhor no aspecto de
crescimento. A matéria seca ndo diferiu nos tratamentos, com 40% de
sombreamento ¢ a pleno sol, sendo estes superiores ao tratamento a 80%. A
variagdo da anatomia foliar mostrou um aumento na espessura, proporcional a
intensidade de luz, sendo que na epiderme da superficie abaxial a maior
espessura ocorreu a 80%. Com relagdo ao teor de clorofila total, os resultados
mostram maiores valores no tratamento de 80% de sombreamento ¢ na relagao
clorofila a/b, a pleno sol foi superior.

*Comité Orientador: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador) -
DAG/UFLA, PhD. Vicente Wagner Dias Casali - FIT/UFV.
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ABSTRACT

CARDOSO, Julio César Wallwitz Cardoso. Light levels on the
morphophysiological traits and essential oil in Aloysia gratissima (Gilles &
Hook.) Tronc. 2005. 100 p. Dissertation (Master em Crop Science) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

This work had as purpose to evaluate the light radiation influence in the growth,
morphoanatomical characteristics and in the essential oil levels and chlorophyll
in Aloysia gratissima Tronc. (Verbenaceae). Were evaluated three levels of
irradiance (total sun light, 40%, 80% of shading) on growth characteristics,
through dry matter weight, leaves anatomical characteristics and essential oil
levels and chlorophyll. The results showed that 40% shading level was the better
for growth.The dry matter did not differ in the treatments 40% shading and at
full sun light, being those higher at 80% treatment. The leaf anatomy variability
showed an increase in its thickness, proportional to light intensity, being that in
the epidermis abaxial surface the thickness occurs at 80%. Related to total
chlorophyll level, the results showed higher values in 80% shading treatment
and in the chlorophyll a/b ratio at full sun it was higher.

*Guidance Committe: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - DAG/UFLA
(Major professor), PhD. Vicente Wagner Dias Casali - FIT/UFV.
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1 INTRODUCAO

Aloysia gratissima Tronc. (Verbendcea), planta silvestre conhecida
como mimo-do-Brasil, alfazema-do-Brasil, entre outros, ¢ muito aromatica
tendo acdes digestivas, calmante e antimicrobiana.

O metabolismo secundério das plantas ¢ altamente influenciado por
diversos fatores, como microclima, nutricdo mineral, genética, relagdes
ecologicas, sazonalidades e outras, ressaltando-se que as minimas alteragdes
ocorridas num deles podem ocasionar grandes mudancas na qualidade das
plantas produzidas (Organiza¢do Mundial de Saude, 2002).

Plantas aromaticas sdo assim denominadas, pois armazenam Oleos
essenciais em células secretoras individuais ou formando estruturas como dutos
ou canais, tricomas glandulares e outras. Tais estruturas secretoras podem
encontrar-se distribuidas por todo o vegetal. A concentracdo desses principios
ativos na planta depende, naturalmente, do controle genético e dos estimulos
proporcionados pelo meio. Esses estimulos do meio sdo normalmente
caracterizados como situagdes de "stress", isto é, o excesso ou deficiéncia de
algum fator de produgdo para a planta. Portanto, o metabolismo secundario ¢
responsavel pelas relagdes entre o individuo e o ambiente onde ele se encontra e,
por causa do seu carater adaptativo, pode ser manipulado geneticamente. O fato
de o metabolismo secundario ser regido pelo codigo genético e este interagir
com o ambiente tem grande importancia na producdo de plantas medicinais, pois
a qualidade do produto final ¢ fortemente influenciada pelas técnicas de cultivo e
pelas caracteristicas genéticas da populagdo (Mann, 1987).

Dentre os fatores climaticos, o fotoperiodo, a temperatura, o "stress"
hidrico e a intensidade de radiagdo solar podem determinar nas espécies a época
ideal de colheita ou o local de cultivo onde podera se obter uma maior

quantidade do principio ativo desejado (Castro, 2002).
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Castro (2002), em experimento com guaco (Mikania glomerata)
cultivado a pleno sol, a 30% e a 50% de sombreamento, observou que a pleno
sol houve maior produgdo de 6leo essencial e que a concentragdo de cumarina
no extrato foi maior em plantas submetidas a 16 horas de fotoperiodo.

A obtengdo de informagdes que permitam conhecer os efeitos dos
tratamentos utilizados nos cultivos das ervas medicinais sobre a estrutura interna
dessas plantas ¢ de fundamental importancia. Isso porque existe intima relagao
entre os tipos e a organizacdo dos tecidos vegetais e a producdo dos diferentes
metabolitos (Taiz & Zeiger, 1991).

A anatomia das folhas, em particular, pode ser muito afetada pelas
condigoes do meio, pois € o orgao vegetal de maior plasticidade, com grande
capacidade de adaptacdo de suas estruturas internas, capacidade que lhes confere
amplo potencial de aclimatacdo (Bjorkman, 1981). A estrutura foliar pode ser
um forte indicador da disponibilidade de luz durante as fases de crescimento das
plantas. O aumento dos niveis de luz proporciona aumentos na espessura foliar,
massa foliar, epiderme, parénquima e niimero total de células das folhas (Esat,
1977; Abrams& Mostoller, 1995; Castro et al., 1998; Lee et al., 2000).

Plantas crescidas em alta radiacdo tém morfologia distinta das crescidas
em baixa radiagdo. Essa alta radiagdo causa o desenvolvimento maior do
mesofilo, principalmente do tecido paligadico, resultando em folhas mais
espessas (Boardman, 1977; Barreiro, 1992). Folhas crescidas em baixa radiagao
tém mais clorofila por unidade de peso ou volume foliar, porém, o contetido de
clorofila por unidade de superficie foliar ¢ menor do que aquele das folhas
crescidas em radiagdes maiores. A propor¢do de clorofila a/b diminui & medida
que diminui a radiagdo e a relagdo carotendides/clorofila (Fidelis, 2003).

O crescimento e a adaptacdo da planta ao ambiente relacionam-se a sua
eficiéncia fotossintética e este depende, dentre outros fatores, dos teores de

clorofila. A sintese e a degradacdo das clorofilas estdo sob o efeito direto da
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intensidade de luz, ocorrendo uma decomposi¢do maior sob elevada radiacdo e
um maior equilibrio em uma baixa taxa luminosa (Engel & Poggiani, 1991).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a influéncia de niveis de
radiagdo solar no crescimento vegetativo, nas caracteristicas anatdmicas, nos

teores de dleo essencial e nos teores de clorofila em 4. gratissima.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido no setor de Plantas Medicinais na
Universidade Federal de Lavras (UFLA), no periodo de abril a dezembro de
2004. O municipio de Lavras esta localizado na regido sul do estado de Minas
Gerais, a 918 metros de altitude, latitude 21°14” S e longitude 45°00 GRW. O
clima da regido, segundo Koppen, ¢ do tipo CWa, com caracteristicas CWb, com
duas estacoes definidas: a quente e chuvosa, que vai de outubro a margo e outra

estacdo, com temperaturas mais baixas e seca, que vai de abril a setembro.

2.2 Material vegetal

As mudas de A. gratissima foram obtidas a partir do enraizamento de
estacas de uma planta matriz pertencente ao banco de germoplasma do Horto de
Plantas Medicinais da DAG/UFLA. Estacas de 10 cm de comprimento foram
retiradas de ramos sadios e cultivadas em bandejas de poliestireno expandido
com dimensdes de 676mm x 340mm x 60mm, com 122 células por bandeja,
contendo substrato comercial Plantimax®, em casa de vegetacdo, com umidade
relativa de 75% e temperatura de 26°C. Apo6s o enraizamento € com 0 terceiro
par de folhas estabelecida, as mudas foram transferidas para vasos de 5 L.,
utilizando como substrato solo-esterco de curral decomposto-areia (3:1:1). O
solo utilizado foi retirado abaixo da camada de 30cm de um Latossolo
Vermelho-Escuro. No inicio, as mudas foram irrigadas diariamente e, depois de
estabelecidas, conforme a necessidade. Coletaram-se plantas, visando a

identificagdo, no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de
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Lavras (UFLA) e os exemplares estdo depositados no Herbario da UFLA, com o
numero de registro 19.810.

As plantas de A. gratissima foram submetidas a trés niveis de
sombreamento (pleno sol, 40% e 80%) protegido com malhas termo-refletora

(Aluminet®), telado que controla a passagem de luz fotossinteticamente ativa.

2.3 Caracteristicas fisiolégicas

2.3.1 Analise de crescimento

Na avaliagdo do crescimento, foram estudadas as seguintes
caracteristicas: biomassa seca das folhas (BSF), biomassa seca dos ramos
(BSRA), biomassa seca da parte aérea (BSPA) e biomassa seca da raiz (BSR).

As variaveis foram avaliadas nove meses apos o plantio, no final do
experimento. Foram separados as folhas, os caules e as raizes, sendo estas
lavadas para retirada da terra e secas a sombra. Todo o material foi
acondicionado em sacos de papel e colocados em estufas com circulacdo for¢ada
de ar, sendo as folhas a temperatura de 35°C e os ramos e raizes a temperatura
de 60°C, até atingirem peso constante. Apos a secagem, o material foi pesado e

calculado a biomassa seca.

2.3.2 Teor de clorofila

A avaliagdo do teor de clorofila foi realizada em dezembro de 2004,
apos oito meses de cultivo. Para isso, foi retirada ao acaso cinco folhas
completamente expandidas, do terceiro interno do terco superior da planta, que
foram imediatamente acondicionadas em papel aluminio e mantidas sob

refrigeracdo em caixa de isopor. A quantificacdo das clorofilas a, b e total foi
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realizada segundo o método proposto por Arnon (1949). Inicialmente, as folhas
foram cortadas em pequenos pedacos de 1 cm e, em seguida, foram
determinadas as massas da biomassa fresca para cada avaliacao.

Para cada extracdo, foram utilizados 580mg deste material vegetal que
foi macerado em cadinho com pistilo, com 20ml de acetona 80% (v/v). Em
seguida, os extratos foram filtrados em 14 de vidro, completando-se o volume
para 50ml com acetona 80%. Logo apos este procedimento, foi efetuada a leitura
das absorbancias a 663 nm para a clorofila @ e 645 nm para a clorofila b. As
determinacdes dos teores de clorofila (mg de clorofila por g de matéria fresca de

tecido foliar) foram realizadas utilizando-se as equagdes:

Clorofila a = (12,7 X Assz— 2,69 X Agss) x (V/1000w)

Clorofila b = (22,9 x Agss — 4,68 X Age3) x (V/1000w)

Clorofila total = (20,2 x Agss + 8,02 X Ages) x (V/1000w)

Em que:

A= absorbancia dos extratos no comprimento de onda indicado;
V = volume final do extrato clorofila — acetona;

W = matéria fresca em gramas do material vegetal utilizado.

2.4 Caracteristicas anatomicas das folhas

O estudo foi realizado, utilizando-se cinco folhas totalmente expandidas,
retiradas apartir do terceiro né dos ramos, em cada tratamento e fixado em alcool
etilico 70%.

Os cortes transversais foram feitos na regido mediana das folhas, com o
auxilio do micrétomo manual. Na seqiiéncia, as secOes foram clarificadas em

solucdo a 1% de hipoclorito de so6dio por 20 minutos ¢ lavadas em agua
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destilada, neutralizada com agua acética 1%. Logo apds, iniciou-se a coloragao
com a mistura de azul de astra-safanina, seguindo-se os métodos descritos por
Kraus & Arduin (1997) e as laminas semipermanentes montadas em glicerina a
50%.

As determinagdes da espessura foliar foram efetuadas em laminas de
cinco folhas de cada tratamento, com o auxilio de ocular micrometrada. Foram
feitas trés medicoes em cada corte das varidveis: epiderme adaxial, abaxial,
parénquima pali¢adico e esponjoso e da espessura total da lamina foliar em
posicdes distintas em cada folha, totalizando 15 medigdes para cada tratamento.

As fotomicrografias foram feitas com o auxilio de um fotomicroscopio
Olympus BX — 60, realizadas no Laboratorio de Citologia do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.5 Extracio e quantificacio do dleo essencial

Para a extracdo do 6leo essencial de 4. gratissima, utilizou-se a técnica
de hidrotestilacdo por duas horas, em aparelho Clevenger modificado, conforme
modelo proposto por Castro (2002a).

Utilizou-se 40g de folhas secas em estufa com circulacdo de ar,
fragmentadas em tamanho médio de 0,5 cm na extracdo do Oleo. Para a
purificagdo do oOleo essencial, o hidrolato foi submetido a partigdo liquido-
liquido em funil de separagdo, realizando-se trés extragdes, utilizando 20ml de
diclorometano em cada. As fra¢des organicas foram reunidas e secas com 3g de
sulfato de magnésio anidro, deixando-o agir por 30 minutos. Em seguida, o sal
foi removido por filtragdo simples e o solvente evaporado a temperatura
ambiente, sob capela de exaustdo de gases, sendo, posteriormente, determinada

sua massa residual.
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As variaveis analisadas foram teor de 6leo essencial em porcentagem e

rendimento de dleo, dada em gramas de 6leo por 100g de folhas secas.

2.6 Delineamento experimental

Para a analise de crescimento, o delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente casualizado, com tratamentos representados por trés niveis de luz
(pleno sol, 40% e 80% de sombreamento), com cinco repetigdes e trés plantas
por repeticdo num total de 15 parcelas, com 45 plantas. As andlises do teor de
clorofila e da anatomia foliar foram realizadas em DIC com trés repeti¢des e trés
plantas por repeticdo. A analise do o6leo essencial foi feita em DIC, com trés

repetigdes e cinco plantas por repeticdo em cada nivel.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Aspectos da anatomia foliar

As folhas de A. gratissima apresentaram organizacdo dorsiventral
(Figura 1) e a epiderme ¢ pluriseriada. Como se pode observar pelos dados da
Tabela 1, houve diferenga significativa em todas as caracteristicas analisadas:
epiderme das superficies adaxial e adaxial; parénquimas pali¢adico e esponjoso;
espessura do limbo e tamanho de cistdlitos.

No tratamento a pleno sol houve maior espessura na face adaxial da
epiderme em relagdo aos tratamentos 40% e 80% de sombreamento (Tabela 1 e
Figura 1). Esses resultados sdo semelhantes aos de outros trabalhos nos quais
planta mantida em maior irradidncia a epiderme ¢ mais espessa. Resultados
semelhantes foram obtidos por Castro (2002b), em seu trabalho com guaco
(Mikania glomerata), sendo observado que a epiderme das superficies adaxial e
abaxial foram mais espessas a pleno sol. Gomes (2004) em seu experimento com
café (Coffea ardbica L.) cultivados em diferentes niveis de sombreamentos,
também observou maior espessura da epiderme em pleno sol.

De acordo com Lee et al. (2000), plantas mantidas sob maior irradiancia
apresentam a epiderme de uma ou de ambas as superficies mais espessas. A
plasticidade foliar ¢ influenciada, alterando a espessura, a area e outras
caracteristicas do 6rgdo vegetal. Na Tabela 1, observa-se que a face abaxial da
epiderme das folhas cultivadas a 80% de sombreamento foi maior que outros
dois niveis de luz (pleno sol e 40%). Esse resultado talvez esteja relacionado
com o maior crescimento celular de plantas sombreadas, também ressalta-se o
alto indice de tricomas na regido abaxial. Panduro (1986) descreve que o
aumento da radiacdo luminosa incrementa a taxa fotossintética, aumentando a

produgdo de carboidrato e o teor de matéria seca, enquanto a deficiéncia de
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radiacdo proporciona alongamento celular e estiolamento, sem alterar a

biomassa seca.

TABELA 1 Espessura (um) dos tecidos epidérmicos, parénquima pali¢adico,
esponjoso, limbo e cistolito de Aloysia gratissima submetida a
diferentes niveis de irradiancia, UFLA, Lavras, MG, 2005.

Niveis de Epider. Epider. Parénq. Parénq. Espessura Espessura
sombreamento adax abax.  palica. esponj. limbo Cistolito

Pleno Sol 40,34a  9,54b 154,37a  59,12a  263,36a 89,19a

40% 34,776 8,06c 102,94b  50,72b  196,48b  75,07b

80% 31,13¢  11,02a 75,75¢ 4495¢c  162,84c 71,01b

* Médias seguidas pela mesma letra (coluna) ndo diferem significativamente,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Da mesma forma que a epiderme da superficie adaxial, o parénquima
paligadico e o esponjoso também se apresentaram mais espessos nas folhas
cultivadas ao pleno sol. Gongalves (2001) descreve que plantas crescidas sob
radiagdo solar plena, apresentam células no parénquima palicddico mais
alongadas e justapostas. Castro (2002b) relata que além da epiderme, as plantas
cultivadas a pleno sol tinham folhas mais espessas que as cultivadas em maior
sombreamento. Este aumento foi observado no parénquima pali¢ddico e no
esponjoso. De modo geral, ocorreu diminuicdo da espessura foliar com a
diminuic¢do da radiagdo solar. Gomes (2004), com café em varios
sombreamentos chegou aos mesmos resultados.

O resultado encontrado com A. gratissima mostra que a espessura do
limbo a pleno sol foi maior que os outros tratamentos e a 40% foi superior ao de

80%, seguindo a mesma relacao dos parénquimas paligadico e esponjoso.
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Castro (2002b) descreve que o decréscimo da espessura do limbo em
plantas de guaco cultivadas em baixa intensidade luminosa, deve ter ocorrido em
virtude da diferenca da distribuicdo dos fotoassimilados. Em menor intensidade
luminosa, as plantas apresentam folhas mais finas devido ao consumo de
assimilados para a expansdo da area foliar (Cooper & Glualls, 1967; Sut, 1992).

Na Figura 1 também se pode observar grande nimero de tricomas, na
camada da face abaxial da epiderme. Gottlieb & Salatino (1987) e Fahn (1988),
citados por Castro (2002b), descrevem que, independentemente da sua
composi¢do quimica, os Oleos essenciais sdo depositados em estruturas
anatomicas que evoluiram de células oleriferas, cavidades e canais secretores a
tricomas glandulares. Tais estruturas caracterizam linhagens evolutivas de

angiospermas.

Pleno Sal

FIGURA 1: Segoes transversais da folha de Aloysia gratissima
submetida a trés niveis de irradiancia, UFLA, Lavras,
MG, 2005.
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A Figura 2 mostra a estrutura de secre¢do conhecida como cistdlito. Esta
estrutura tem a funcdo de secretar carbonato de calcio, a epiderme adaxial
apresenta um grande numero dessas estruturas. Na Tabela 1 observa-se que a
dimensdo dessa estrutura teve diferenca estatistica, tendo o tratamento a pleno

sol apresentado estrutura maior.

FIGURA 2: Secdes transversais das folhas de Aloysia gratissima, submetidas
a trés niveis de sombreamento, UFLA, Lavras, MG, 2005.
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3.2Crescimento e 6leo essencial em fun¢ao do nivel de sombreamento

Com relagdo as variaveis de crescimento da parte aérea (BSF, BSRA e
BSPA) e da raiz (BSR), observou-se diferencas significativas entre os niveis de
sombreamento (Tabela 2).

As variaveis BSF, BSRA e BSPA nio diferiram entre os tratamentos a
pleno sol e 40% de sombreamento, apesar de numericamente, nas trés variaveis

o tratamento 40% de sombreamento, ter sido maior.

TABELA 2 Médias em gramas da biomassa seca das folhas (BSF), biomassa
seca dos ramos (BSRA), biomassa seca da parte aérea (BSPA)
biomassa seca das raizes (BSR) de Aloysia gratissima,submetidas
a trés niveis de sombreamento. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Niveis de sombreamento BSF BSRA BSR BSPA

Pleno sol 33,00a 83,20a 32,80b 116,20a
40% sombreamento 42,20a 115,00a 43,80a 157,20a
80% sombreamento 12,00b 40,60b 15,80¢c 52,80b

*Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas nio diferem
entre si, pelo teste de Tukey, 5% de probabilidade.

Quando 4. gratissima foi cultivada a pleno sol e 40% de sombreamento,
observou-se que a biomassa seca da parte aérea foi 2,20 e 2,98 vezes superior a
de 80% de sombreamento, respectivamente.

Observam-se diferencas significativas entre os trés tratamentos em
relacdo a BSR. O maior valor ocorreu no de 40%, diferindo do pleno sol e do
80% de sombreamento, que foi o menor valor observado. Pela Tabela 2 tem-se
que plantas de 4. gratissima a 40% de sombreamento responderam mais ao

acumulo de matéria seca em relacdo a 80% de sombreamento ndo diferindo das
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plantas a pleno sol e confirmando que, para uma boa producdo da espécie em
clima semelhante ao da regido sul de Minas Gerais, necessita-se de um
sombreamento de 40%. Segundo Romero et al. (2002), o género Aloysia possui
plantas de caracteristica de sub-bosque, ocorrendo em ambientes com
sombreamento parcial; portanto, sdo plantas que necessitam de certa
porcentagem de sombra.

Castro (2002b) encontrou resultados semelhantes trabalhando com
guaco (Mikania glomerata), observando maior acimulo de biomassa seca nas
folhas e ramos em plantas cultivadas a 30% de sombreamento, embora ndo tenha
diferido dos tratamentos com 50% e pleno sol.

No trabalho realizado com 4. gratissima, observou-se maior intensidade
e freqiiéncia de floragdo a pleno sol em relacdo aos outros tratamentos. As
plantas superiores respondem de maneira especifica aos estimulos luminosos e
em relagdo a eventos bioquimicos e fisiologicos, tais como fotossintese,
acimulo de matéria seca e no crescimento da planta como um todo (Atroch,
1999).

A resposta do crescimento de varias plantas, em relac@o a irradidncia, &
variavel. Sdo encontrados resultados com respostas em que o sombreamento
parcial foi melhor, como Bauhinia forficata link (Atroch, 1999), Mutinga
calabura L. (Castro et al, 1996) e M. glomerata (Castro, 2002b).
Diferentemente, em outros casos, encontram-se espécies com caracteristicas de
maior produgdo de matéria seca, a pleno sol, como Ocimun selloi (Gongalves,
2001) e Phaseolus vulgaris (Lopes et al., 1986).

Os resultados encontrados mostram que plantas de 4. gratissima tém a
produg¢do de biomassa influenciada pela irradidncia em todos as variaveis
avaliados (BSF, BSRA, BSPA, BSR). A 80% de sombreamento, observaram-se

os menores rendimentos de biomassa seca em todos os pardmetros.
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Lopes et al. (1986) afirmam que a redugdo da intensidade luminosa
pode, muitas vezes, ficar aquém do ponto de saturagdo luminosa, reduzindo o
processo fotossintético € com isso, a producdo de biomassa seca. Entretanto,
segundo Kyle & Ohad (1987), citados por Castro (2002b), o inverso também
pode ocorrer, ou seja, a redugdo da biomassa seca a pleno sol, provavelmente, se
deve a fotoinibicdo e a capacidade fotossintética que pode ser severamente
reduzida, quando as plantas sdo expostas a altos niveis de radiagdo que excedam
os requeridos para saturar a fotossintese.

A analise do teor do 6leo essencial de A. gratissima ndo apresentou
diferenca estatistica entre os niveis de sombreamento (Tabela 3). As plantas no
sombreamento de 80%, mesmo com menor espessura do limbo e biomassa seca
das folhas, apresentou um teor de oOleo essencial semelhante aos outros
tratamentos, mostrando uma prote¢do das estruturas produtoras, talvez,
relacionado com a maior espessura da epiderme abaxial e o alto teor de tricomas
nessa epiderme.

Com relacao ao rendimento de 6leo essencial (Tabela 3) nos niveis ao
pleno sol e a 40% de sombreamento, observou-se um incremento de 2,81 e 3,31

vezes em relacdo ao nivel de 80% de sombreamento, respectivamente.

TABELA 3: Médias de teor de 6leo essencial (%) e rendimento de 6leo (g de
6leo/kg matéria seca) em folhas seca de 4. gratissima, submetidas
a trés niveis de irradiancia. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Niveis de sombreamento Teor de 6leo Rendimento
Pleno sol 2,22a 0,73a
40% sombreamento 2,10a 0,88a
80% sombreamento 2,17a 0,26b

*Médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nao diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Na literatura encontram-se resultados diferentes das respostas do teor de
6leo em relagdo a intensidade de luz. Silva (2001), trabalhando com carqueja,
observou um acréscimo consideravel no teor do o6leo essencial com o aumento
do nivel de irradidancia. Ventrela & Ming (2000), com Lippia alba,
demonstraram que plantas submetidas a um nivel maior de irradiancia tiveram
elevagdo no teor de dleo essencial. Gongalves (2001), trabalhando com a espécie
Ocimum seloi, observou que o teor de 6leo ndo diferiu com alteracdo da
intensidade de luz. Castellani (1997), em experimento com Tropaeolum majus,
observou que o sombreamento ndo influenciou o teor de 6leo essencial extraido
das sementes.

Varios trabalhos tém demonstrado que, para algumas espécies, niveis de
irradidncia mais baixos proporcionam um decréscimo no teor de 6leo essencial.
Em Mentha cordifolia, por exemplo, foi observada uma diminui¢do de 28% no
teor de 6leo essencial em plantas crescidas no nivel de 12% de radiacao solar, se
comparadas com plantas crescidas em 25% de irradiancia (Cantoria et al., 1974).
Castro (2002b) observou em plantas jovens de Mikania glomerata, que o nivel
de 70% de sombreamento proporcionou menor teor de dleo essencial.

Os Oleos essenciais sdo uma mistura complexa de compostos e tém
papel estratégico e evolutivo para os vegetais em sua relacdo com o ambiente.
Tém um grande papel ecoldgico atuando como mensageiros quimicos, com isso
na analise do metabolismo dos terpenos ndo devemos interpretar ou chegar a

conclusOes definitivas sem antes incluir na analise o ambiente em sua totalidade.

3.3 Teores de clorofilas

Com relagao a clorofila a e b, pode-se observar, na Tabela 4, que houve

um aumento da concentragdo em fungdo da diminui¢do da intensidade de

radiacdo. Em relatos encontrados na literatura, observou-se que existe a
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tendéncia de reducgdo na razdo clorofila a:b a medida que se reduz a intensidade
de luz (Boardman, 1977; Kozwski, et al., 1991). Isto se deve a maior proporgao
de clorofila b em ambientes sombreados, o que esta associado ao fato da sua

degradacdo ser mais lenta do que a da clorofila a (Engel & Poggiani, 1991).

TABELA 4 Teor de clorofila a, b ¢ total (mg/g de biomassa fresca) e a razao
a/b em plantas de Aloysia gratissima submetidas a diferentes
niveis de radiagdo solar.

Niveis de irradidncia  clorofilaa  clorofila b  clorofila total razao a/b

Pleno sol 15,67b 5,00b 20,67b 3,13a
40% 17,67b 6,00b 23,67b 2,94a
80% 23,33a 8,67a 32,00a 2,69b

* Médias seguidas pelas mesmas letras, minusculas na coluna, ndo diferem
entre si, pelo teste Tukey, a 1% de probabilidade.

Whatley & Whatley (1982) relatam que esse aumento da proporc¢ao
relativa de clorofila b em plantas sombreadas ¢ uma caracteristica importante,
pois possibilita maior captacdo de energia em outros comprimentos de onda e a
transferéncia para uma molécula especifica de clorofila a, que efetivamente
toma parte das reacdes fotoquimicas da fotossintese. Essa caracteristica ¢é
adaptativa da planta de modo a se tornar mais eficiente em condi¢des ambientais
de baixa intensidade de luz. As plantas sombreadas recebem radiagdo mais
difusa e rica em vermelho extremo (VE), o que aumentaria relativamente a
clorofila b em relagdo a clorofila a.

A diminui¢do na propor¢ado da clorofila a/b com o aumento do ambiente
sombreado devido ao aumento da propor¢do da clorofila 5 encontrada
assemelham-se ao que foi obtido por outros autores: Atroch (1999) em Bauhinia
forficata; Lee et al. (2000) em Hopea; Castro (2002b) em Mikania glomerata ¢
Gomes (2004) com Coffea arabica sombreado.
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Pelos dados da Tabela 4 também se pode observar que ocorreu redugo
de 35,41% da clorofila total no tratamento correspondente ao pleno sol, em
relacdo ao 80% de sombreamento.

Resultado semelhante foi obtido por Atroch (1999), trabalhando com
Bauhinia forficata. Este autor observou uma reduco significativa de 28% na
clorofila total em plantas sob 100% de irradiagdo em comparagdo a plantas com
maior sombreamento. Contudo divergiu dos resultados encontrados neste
trabalho com A. gratissima, ndo observando significancia na relagdo clorofila
a:b entre os tratamentos.

Confirmando os resultados encontrados em A. gratissima, Gomes
(2004), trabalhando com Coffea arabica sombreada observou um incremento na
concentracdo da clorofila total, proporcionalmente ao incremento do

sombreamento.
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4 CONCLUSOES

A maior biomassa seca foi obtida em 40% de sombreamento e a pleno
sol. Os niveis de irradiancia ndo afetaram o teor de 6leo essencial, mas o maior
rendimento de 6leo essencial foi obtido em 40% de sombreamento € a pleno sol,
devido a maior produ¢do de biomassa seca das folhas.

No sombreamento a 80%, obteve-se maior quantidade de clorofila a, b ¢
total em relagdo as outros niveis (pleno sol e 40% de sombreamento), mas a
relacdo clorofila a/b foi menor. Nos aspectos anatdmicos, o tratamento a pleno
sol aumentou a espessura do limbo, engrossando a face adaxial da epiderme, os

parénquimas paligadico e esponjoso e produziu cistolitos maiores.
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CAPITULO 3

HOMEOPATIA SOBRE OS CARACTERES
MORFOFISIOLOGICOS E OLEO ESSENCIAL EM
Aloysia gratissima (Gilles & Hook.) Tronc.

RESUMO

CARDOSO, Julio César Wallwitz. Homeopatia sobre os caracteres
morfofisiologicos e 6leo essencial em Aloysia gratissima (Gilles & Hook)
Tronc. 2005. 100p. Dissertagio (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras.

O objetivo deste trabalho foi verificar a acdo dos preparados
homeopaticos no crescimento, anatomia e no teor de 6leo essencial na espécie 4.
gratissima. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e as mudas
produzidas por enraizamento de estacas. Foram utilizados preparados
homeopaticos em diferentes dinamizagdes: Silicea, Phosphorus, Isoterapico de
Aloysia (CH3, CH12 e CH30) + uma testemunha (agua). As analises foram
efetuadas apo6s nove meses de cultivo. Os cortes anatdomicos ndo evidenciaram
diferencas significativas. O peso fresco da inflorescéncia utilizado o Isoterapico
CHI12 apresentou um aumento de 65% em relagdo ao Isoterdpico CH3. Em
relacdo ao oleo essencial, Phosphorus CH30 causou um aumento médio no
rendimento de 11,6% no peso em relagdo a testemunha. Os preparados Silicea
CH12 e CH30 causaram um aumento de 16,8% e 19,3% respectivamente, em
relagdo a testemunha e de 17,5% e 21,8% em relagdo a Silicea CH3.

* Comité Orientador: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador) -
DAG/UFLA, PhD. Vicente Wagner Dias Casali - FIT/UFV.
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ABSTRACT

CARDOSO, Julio César Wallwitz. Homeopathy on the morphophysiological
traits and essential oil in Aloysia gratissima (Gilles & Hook) Tronc. 2005. 100p.
Dissertation (Master in Crop Science) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

The purpose of thit work was to verify the action of homeopathics
solutions in the growth, anatomy and essential oil level in the A. gratissima
species. The experiment was carried out in greenhouse and the scion came from
cutting rooting. Homeopathics solutions were used in different dynamizations:
Silicea, Phosphorus, Aloysia (CH3, CH12 and CH30) plus control (water).
Analyse were done nine months later, after growing. Anatomical cuts did not
show any significant difference. The inflorescence fresh weight that use Aloysia
CH12 showed an increasing of 65% related to CH3. Related to the essential oil,
Phosphorus CH30 increased 11,6% yield in the oil weight related to control.
Silicea CH12 and CH30 solutions increased 16,8% and 19,3%, respectively,
related to the control and of 17,5% and 21,8% in related to Silicea CH3.

* Guidance Committe: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - DAG/UFLA
(Major professor), PhD. Vicente Wagner Dias Casali - FIT/UFV.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, observa-se uma demanda por novas tecnologia e opgdes nas
produgdes agricolas. As limitacdes a expansdo das fronteiras agricolas e a
necessidade de manutencdo ou melhoria do ambiente, associadas a expectativa
de melhoria da qualidade de vida no meio rural e nas cidades, exigem maior
eficiéncia dos processos relacionados a produgdo vegetal, por meio do uso de
tecnologia pertinente. Segundo a FAQO, essas tecnologias pertinentes
compreendem ferramentas que contribuem para o desenvolvimento sustentavel,
por serem tecnicamente factiveis no contexto do desenvolvimento técnico-
cientifico de um pais, por proporcionarem beneficios aos destinatarios e por
serem ambientalmente seguras e socio-econdmica e culturalmente assimilaveis
(Guerra et al., 1998).

Pode-se dizer que a homeopatia é a ciéncia das preparagdes nido
moleculares (visdo quimica), das dilui¢des infinitesimais (visdo fisica) e das
solugoes altamente diluidas e dinamizadas (visdo biofisica), sendo considerada
ciéncia da area informacional (visdo biocibernética) (Casali, 2002).

As espécies medicinais normalmente apresentam resisténcia ao ataque
de doengas e pragas, mas, por algum desequilibrio, alteragdes podem ocorrer em
niveis prejudiciais. Com a necessidade de domesticagdo, para se evitar o
extrativismo predatorio e para suprir o consumo que aumenta constantemente,
deve-se visar a producao em termos de qualidade do “fitocomplexo” e ndo
apenas na quantidade de fitomassa, tendo Deve-se ressaltar ainda que a produgdo
qualitativa ndo ¢ estatica e, pois os teores de principios ativos podem aumentar

ou diminuir de acordo com o cultivo e o habitat (Almeida, 2002).
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A variagdo na producgdo de metabolitos secundarios pode ocorrer devido
a fatores genéticos (individuos, populagdes, taxonomia), ecoldgicos (pressdes de
variagdes de clima ou solos, parasitas, predadores, competidores, etc.) e
fisiologicos (estagio de desenvolvimento, ritmo sazonal, hormdnios, estado
reprodutivo) (Brown Junior, 1988). Segundo Martins et al. (1994), os
metabolitos secundarios sdo a expressdo da individualidade quimica dos
organismos e diferem de espécie para espécie.

O uso da homeopatia em plantas pode atuar nessa adaptagdo ao ambiente
de cultivo e no desequilibrio surgido, visto ser condenado, no cultivo de plantas
medicinais, a utilizagdo de agrotoxicos, devido a alteragdes que podem ocasionar
no “complexo ativo”, como também a permanéncia de residuos toxicos e de
metais pesados.

Andrade (2000), estudou a resposta de Justicia pectoralis a preparacao
homeopatica Phosphorus, por meio de analises de crescimento e de produgdo de
cumarina, concluindo que, sendo um elemento constitucional dos vegetais, sua
informacdo em baixas dinamizagdes, foi percebida pelas plantas e suficientes
para alteragdes fisiologicas e energéticas. Segundo Castro et al. (2000), a
utilizagdo de Phosphorus na escala decimal em rabanete alterou o
comportamento das plantas, no que diz respeito ao peso da matéria fresca da
parte aérea e raizes.

A preparacdo homeopatica Silicea, de acordo com Castro (1999),
provoca estiolamento e aceleragdo no desenvolvimento das plantas, antecipando
a floracdo e predispondo ao ataque de fungos; com base na visao da patogenesia,
este preparado poderia ser indicado para problemas fingicos.

No caso da solucdo originada da tintura mae, o preparado homeopatico
da tintura de Aloysia enquadra-se no principio dos iguais do sistema isopatico,
em que as plantas recebem informagdo por meio de uma ressondncia muito

proxima.
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A espécie Aloysia gratissima, da familia Verbenacea, nativa do sul do
pais, ¢ rica em Oleo essencial e muito melifera. Os oleos essenciais sdo
substdncias amplamente utilizadas no mercado interno e externo, com
finalidades varias nas industrias quimica, farmacéutica, cosmética, de alimentos
¢ também com possibilidades de uso na agricultura.

Em razdo da importincia e do vasto campo de utilizacdo dos 6leos
essenciais e da possibilidade da ciéncia homeopatica como nova ferramenta para
agricultores, a espécie 4. gratissima foi escolhida para avaliar o potencial de
preparados homeopaticos aplicados em plantas medicinais. O objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito da utilizagdo da homeopatia sobre os caracteres

morfofisiologicos e no dleo essencial em A. gratissima.

66



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das plantas

As mudas de A. gratissima foram obtidas a partir do enraizamento de
estacas de uma planta matriz pertencente ao banco de germoplasma do Horto de
Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras. Estacas de 10 cm de comprimento foram retiradas de ramos sadios e
cultivadas em bandejas de poliestireno expandido, com dimensdes de 676mm x
340mm x 60mm, com 122 células por bandeja, contendo substrato comercial
Plantimax®, em casa de vegetacdo, com umidade relativa de 75% e temperatura
de 26° C. Apds o enraizamento e com o terceiro par de folhas estabelecida, as
mudas foram transferidas para vasos de 5 L., utilizando como substrato solo-
esterco de curral decomposto-areia (3:1:1). O solo utilizado foi retirado abaixo
da camada de 30cm de um Latossolo Vermelho Escuro. No inicio, as mudas
foram irrigadas diariamente e depois de estabelecidas, conforme a necessidade.
Coletaram-se plantas, visando a identificagdo, no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) e os exemplares estdo depositados no

Herbario da UFLA, sob o nimero de registro 19.810.

2.2 Conducio do experimento
O experimento foi realizado em casa de vegetagdo localizada no

Laboratorio de Cultura de Tecido e Plantas Medicinais, do Departamento de

Agricultura, na Universidade Federal de Lavras, MG, no periodo de fevereiro a
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dezembro de 2004. A irrigacdo durante o primeiro més foi diaria e, depois, duas
vezes por semana.

A aplicacdo dos tratamentos foi semanalmente, iniciou-se logo apos o
transplantio das mudas para os vasos. Os preparados homeopaticos foram
diluidos em jarras plasticas de 1000ml, uma para cada tratamento, na propor¢ao
de 8 gotas para 1000ml de agua, homogeneizando-se a solucao logo apos. A
aplicacdo foi feita por meio de rega, do ponto mais alto da planta, em forma de

“banho”, 250ml por planta.

2.3 Obtencao dos preparados homeopaticos

As preparagdes homeopaticas foram feitas no laboratério do Horto de
Plantas Medicinais da UFLA, pela técnica Centesimal Hahnnemaniana. As
dilui¢des e sucussdes seguiram as técnicas oficiais (Farmacopéia Homeopatica,
1977). No caso das preparagoes Silicea € Phosphorus, adquiriu-se a dinamizagao
3 CH, em farmacia homeopatica credenciada na cidade de Lavras, sendo este o
material de partida. No caso da homeopatia de A. gratissima, seguiram-se
padroes oficiais empregados na Farmacopéia Homeopatica (1997) e a tintura
mae foi preparada conforme Prado (1997), macerarando-se as folhas frescas
numa proporcao droga—alcool de cereais 70% de 1:10. Este extrato foi macerado
por 15 dias e, logo depois, filtrado e armazenado em vidro dmbar. Os preparados
homeopaticos foram utilizados nas dinamizagdes CH3, CH12 e CH30. Desse

modo, os tratamentos foram:
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1) Testemunha (aplicagdo de dgua pura)
2) Aloysia CH3 (ISO CH3)

3) Aloysia CH 12 (ISO CH12)

4) Aloysia CH 30 (ISO CH30)

5) Silicea CH3 (Si CH3)

6) Silicea CH12 (Si CH12)

7) Silicea CH30 (Si CH30)

8) Phosphorus CH3 (P CH3)

9) Phosphorus CH12 (P CH12)

10) Phosphorus CH30 (P CH30)

2.4 Analise de crescimento

Na avaliagdio do crescimento, foram estudadas as seguintes
caracteristicas: biomassa seca das folhas (BSF), biomassa seca dos ramos
(BSRA), biomassa seca da parte aérea (BSPA) e biomassa seca da raiz (BSR).

As variaveis foram avaliadas nove meses apos o plantio, no final do
experimento. Foram separados as folhas, os caules e as raizes, sendo estas
lavadas para retirada da terra e secas a sombra. Todo o material foi
acondicionado em sacos de papel e colocados em estufas com circulacdo for¢ada
de ar; as folhas a temperatura de 35°C e, os ramos e raizes, a temperatura de
60°C, até atingirem peso constante. Apos a secagem, o material foi pesado e
calculado a biomassa seca. Também foi analisada a biomassa fresca da

inflorescéncia (BFI), o material foi coletado e analisado imediatamente.
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2.5 Extracio e quantificacio do dleo essencial

Foram feitas as analises do teor e do rendimento da inflorescéncia e das
folhas. Procederam-se duas extra¢des, uma das inflorescéncias frescas e outra
das folhas secas. Para a extracdo do dleo essencial de A. gratissima, utilizou-se a
técnica de hidrotestilagdo por 2 horas, em aparelho Clevenger modificado.
Utilizou-se 40g de material vegetal fragmentado em tamanho médio de 0,5 cm
na extragdo do oOleo. Para a purificacdo do oOleo essencial, o hidrolato foi
submetido a particdo liquido-liquido em funil de separacdo, realizando-se trés
lavagens com trés por¢des de 20ml de diclorometano. As fracdes orgénicas
foram reunidas e secas com 3g de sulfato de magnésio anidro, deixando-o agir
por 30 minutos. Em seguida, o sal foi removido por filtracdo simples e o
solvente evaporado a temperatura ambiente, sob capela de exaustdo de gases,
sendo, posteriormente, determinada sua massa residual. A variavel analisada foi

teor de Oleo essencial, em gramas de 6leo por 100g de folhas.

2.6 Anatomia foliar

2.6.1 Obtencio das amostras

No fim do experimento, retirou-se, de cada repetigdo, trés amostras de

ramos com trés pares de folhas. Os ramos foram coletados a partir do 3° n6 até o

apice. Escolheram-se ramos que se encontravam folhas totalmente expandidas,

em estado sanitario adequado e que ndo estivessem floridos. O material foi

fixado em FAAypor trés dias e conservado em alcool 70%.

70



2.6.2 Cortes e preparos de liminas

Os cortes transversais foram feitos no Laboratorio de Anatomia Vegetal
da UFLA, utilizando microtomo manual. Os cortes foram obtidos de um
segmento da regido mediana da folha, sendo e seguida clarificados por 25
minutos em hipoclorito a 1%, lavando-se trés vezes em H,O destilada por dez
minutos cada. A coloracdo foi feita utilizando-se uma mistura de azul de astra
safranina por cinco segundos, lavando-se em seguida, sendo os cortes montados
em ldmina e laminula com agua glicerinada, preparando laminas semi-

permanente.

2.7 Delineamento experimental

O delineamento foi inteiramente casualizado, com 10 tratamentos e
quatro repeti¢des, sendo uma planta por repeti¢do, totalizando 40 parcelas
experimentais.

A montagem ¢ condugdo foram realizadas em ensaio duplo-cego
visando garantir imparcialidade durante a condug@o. Os tratamentos
constituiram-se de um fatorial de 3 preparados X 3 dinamizacdes + 1 adicional
(testemunha), totalizando 10 tratamentos.

A analise de variancia foi feita com a comparagao das médias, pelo teste
de Scott e Knott a 5% de probabilidade. Utilizou-se o programa SISVAR 4.3
(Ferreira, 1999).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise de crescimento

A analise de varidncia e¢ a influéncia da aplicacdo dos preparados

homeopaticos no crescimento vegetativo em Aloysia gratissima encontram-se na

Tabela 1 e Tabela 2. As variaveis, biomassa seca das folhas (BSF), biomassa

seca dos ramos (BSRA), biomassa seca da parte aérea (BSPA) e biomassa seca

da raiz (BSR) ndo apresentaram diferencas estatisticas, em funcdo dos

tratamentos.

TABELA 1: Resumo da analise de variancia de valores médios de biomassa seca
das folhas (BSF), biomassa seca dos ramos (BSRA), biomassa seca
da parte aérea (BSPA), biomassa seca da raiz (BSR) de Aloysia
gratissima, tratada com diversos preparados homeopaticos. UFLA,

Lavras, MG, 2005.

FV GL BSF BSRA BSPA BSR
(Trat) 9) 20,919™ 70,924™ 105,169™ 43,250™
Homeop (H) 2 32,346™ 33,119™ 130,841™ 83,503™
Din (D) 2 29,370™ 13,402 8,920™ 20,686™
H*D 4 15,033™ 136,218™ 164,971™ 42,974™

Fatorial vs Adic 1 4,706"™ 0,397™ 7,112™ 8,974™
Residuo 30 13,974™ 62,093™ 50,392 64,296™

Total 39
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TABELA 2: Valores médios de biomassa seca das folhas (BSF), biomassa seca
dos ramos (BSRA), biomassa seca da parte aérea (BSPA) e
biomassa seca da raiz (BSR) de Aloysia gratissima, em gramas,
tratada com diversos preparados homeopaticos. UFLA, Lavras,

MG, 2005.
Tratamentos BSF BSRA BSPA BSR
Testemunha 23,75 42,39 66,00 19,75
Silicea CH3 24,00 35,71 59,75 19,25
Silicea CH12 21,00 44,27 65,25 20,25
Silicea CH30 23,20 47,79 71,25 18,40
Phosphorus CH3 24,75 47,82 72,50 23,50
Phosphorus CH12 24,75 44,97 69,50 25,25
Phosphorus CH30 23,00 37,42 60,50 23,75
Aloysia CH3 22,50 42,12 64,50 18,30
Aloysia CH12 16,50 40,39 57,00 17,25
Aloysia CH30 23,10 38,10 61,00 26,25

Aloysia gratissima espécie silvestre, tem crescimento ristico e vigoroso.
Pode-se inferir que as variaveis de crescimento nao foram influenciadas devido
ao equilibrio natural da espécie com essas caracteristicas e por serem estas
influenciadas pelo metabolismo primario da planta.

Andrade (2000), trabalhando com Justicia pectoralis, ndo constatou
diferencas estatisticas nas varidveis de crescimento ao usar os preparados
homeopaticos Justicia, Acanthaceae, Cumarina P.A., Guaco, Phosphorus,
Sulphur, Arnica montana e acido humico na dinamizagdo CH3. O motivo,
talvez, se justifiquem devido as caracteristicas fenologica da espécie. Ao utilizar
dinamizagdes altas, obteve variacdo no crescimento ao utilizar os preparados
Justicia e Phosphorus.

Duarte (2003), em experimento com Ageratum, ao utilizar, preparados
homeopaticos na dinamizagdo em escala centesimal (CH), ndo encontrou
diferencas entre as variaveis de crescimento, mas, quando alterou a escala para

decimal, observou efeitos significativos.
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Observa-se, na Tabela 3, que BFI foi afetada significativamente tanto
pela homeopatia, quanto pela dinamizagdo. O tratamento Aloysia CH3 produziu
o menor valor observado. Considerando que as plantas eram saudaveis, o efeito
pode ser considerado uma patogenesia. A inflorescéncia, além de ser um local de
producao de dleo essencial, € o 6rgao que prepara e liga os aspectos reprodutivos
aos ambientais. Existe uma forte influéncia do 6leo essencial nesse periodo, por
isso, seria quando os preparados homeopaticos teriam uma maior atuagao.

Almeida (2002a) em seu trabalho, com tratamentos homeopaticos em
densidade populacional de Spodoptera Frugiperda em milho, observou que se
tratando com organoterdpicos diminuiu a populagdo da lagarta. O tratamento
com isoterapico Aloysia CH3 (organoterapico) teve a mesma relagdo, pois, a
planta em seu estado natural apresenta intensa floracdo. Ao utilizar o preparado
homeopatico em baixa dinamizac¢do ocorreu a ressonancia € a patogenesia.

Andrade (2000) encontrou resultados diferentes, verificando que o peso
da matéria fresca da parte aérea e o peso fresco total de chamba foram afetados
pela solucdo homeopatica de isoterapico, tendo ocorrido o maior valor em
Aloysia CH30.

Castro (2002) observou que ao considerar a patogenesia o preparado
isoterapico CH200 foi responsavel pelos valores mais baixos, em CH3 houve
produgdo baixa do material fresco que aumentou em CH6, caindo em CH12 e
CHI18, voltando a aumentar em CH24 e com valor maximo em CH30,
mostrando resposta com um carater ondulatorio.

Vithoulkas (1980) descreve que, quanto maior a semelhanga do campo
vibracional, maior sera a ressonancia entre as substincias e, com isso, a resposta
através da patogenesia serd mais pronunciada.

Pode-se sugerir que os preparados isoterapicos, por serem produzidos a

partir da planta-mae, tendem a possuir maior ressonancia com a planta, podendo
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alcangar respostas mais evidentes, sendo necessario, no entanto, testar outras

dinamizagdes para melhores conclusdes.

TABELA 3: Valores médios da biomassa fresca da inflorescéncia (BFI), em
gramas, tratadas com diversas homeopatias na escala centesimal,
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Homeopatias
Dinamizagao Silicea Phosphorus Isotereapico
Testemunha 17,00Aa 17,00Aa 17,00Aa
CH3 20,50Aa 23,50Aa 6,00Bb
CH12 24,75Aa 15,75Aa 28,25Aa
CH30 21,50Aa 12,00Aa 22,00Aa

*As médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na
linha ndo diferem significativamente, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Almeida (2002b), trabalhando com alguns preparados homeopaticos, em
plantas de manjericdo, entre eles Silicea CH30 e Phosphorus CH30, encontrou
resultados diferentes, sendo significativa a varidvel de crescimento. O autor
constatou a tendéncia das altas poténcias de atuarem no metabolismo
secundario. Essa diferenca de resultados ¢ previsivel pela ciéncia homeopatica,
na qual os preparados podem atuar diferentemente, dependendo da espécie que
as utiliza.

Castro (2002) relata que, na ciéncia homeopatica, € comum observar-se
que a mesma solugdo pode causar efeitos diversos e distintos, ora estimulando,

ora ndo, dependendo da dinamizagao utilizada.

3.2 Caracteristicas da anatomia foliar em Aloysia gratissima

Observa-se, nas Tabela 4 e 5, que as variaveis anatdmicas, espessura da

nervura mediana (NM), epiderme da superficie adaxial (EAD), epiderme da
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superficie abaxial (EAB), parénquima pali¢adico (PP) e parénquima esponjoso

(PE) ndo foram influenciadas significativamente pelos preparados homeopaticos.

TABELA 4 Resumo da analise de variancia de valores médios nervura mediana
(NM), epiderme adaxial (EAD), epiderme abaxial (EAB), parénquima
palicadico (PP) e parénquima esponjoso (PE) de Aloysia gratissima,
tratada com diversos preparados homeopaticos. UFLA, Lavras, MG,

2005.
GL NM EAD EAB PP PE

(Trat) 9) 1135,395™ 15,093™ 273,287" 26,178" 1,441™
Homeop (H) 2 259,771 27,154 575,478" 36,686™ 2,680™
Din (D) 2 454,563™  23,929™ 260,972™ 50,110 0,565™
H*D 4 1795,833™  7,285™  191,984™ 13,676™ 1,571™
Fatorial vs Adic 1 1606,556™  4,534™ 18,746  7,310® 0,191™
Residuo 30 690,706™  30,291™ 182,185™ 25,900™ 1,738™

Total 39

TABELA 5 Valores médios, em micrometro, da nervura mediana (NM),
epiderme adaxial (EAD), epiderme abaxial (EAB), parénquima
palicadico (PP) e parénquima esponjoso (PE) de Aloysia gratissima
tratada com diversos preparados homeopaticos. UFLA, Lavras,

MG, 2005.

Tratamento NM EAD EAB PP PE

Testemunha 123,50 39,33 12,05 83,43 51,63
Silicea CH3 134,38 42,83 12,83 80,18 54,50
Silicea CH12 125,00 42,35 12,38 79,78 50,15
Silicea CH30 162,63 38,38 12,20 87,45 49,50
Phosphorus CH3 135,63 40,73 11,60 79,98 49,08
Phosphorus CH12 156,00 41,15 12,48 99,15 45,20
Phosphorus CH30 157,63 41,45 12,63 101,84 50,30
Aloysia CH3 168,63 39,23 12,45 81,93 53,58
Aloysia CH12 132,50 40,25 11,70 80,53 49,65
Aloysia CH30 129,25 36,63 11,33 80,45 49,85
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A auséncia de efeitos na anatomia das folhas de 4. gratissima, talvez,
esteja relacionada a atuacdo do metabolismo primario e das caracteristicas
fenologicas da espécie, em que os preparados homeopaticos com padroes
energéticos (dinamizagdes) sutis ndo estariam atuando.

Castro (2002), diferentemente, em experimento em que testou o efeito
dos preparados homeopaticos Sulphur, nas dinamizagdes CH3, CH12, CH30,
CH200 ¢ CH1000, encontrou diferencas estatisticas nos caracteres anatomicos
de folhas de Cymbopogon citratus e Justicia pectoralis, talvez, explicado pela
diferenga da freqiiéncia de aplicag@o que foi a cada dois dias eno caso da Aloysia
uma vez por semana.

Andrade (2004) descreve que, devido a capacidade de alguns vegetais
silvestres em responder bioquimicamente aos estimulos externos com rapidez
que supera a manifestacdo do visivel das a¢des primarias, tais como crescimento
vegetativo e anatomia foliar, essas analises seriam menos significativas que as
encontradas no metabolismo secundario, mas, alguns trabalhos mostram
resultados positivos, quando se alteram a dinamizacdo e o preparado
homeopatico. O intervalo de aplicagdo e a duragdo do experimento sdo aspectos

importantes para serem observados.

3.3 Teor de dleo essencial das folhas em Aloysia gratissima

Observa-se, na Tabela 6, que o teor de dleo essencial foi influenciado
tanto pelas preparagdes homeopaticas quanto pelas dinamizagdes. As trés
preparacdes da Aloysia (ISO), a testemunha e Silicea CH3 tiveram teores mais
baixos que as demais preparagoes.

Castro (2002), diferentemente, em Cymbopogon citratus, observou que
o tratamento isoterapico CH12 aumentou o teor de 6leo em 37% em relagdo a

CH 200, ndo diferindo da testemunha.
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TABELA 6: Valores médios dos teores, em g/100g, de 6leo essencial das
folhas de Aloysia gratissima, tratadas com preparados
homeopaticos, na escala centesimal, UFLA, Lavras, MG, 2005.

Doses Silicea Phosphorus Isoterapicos
Testemunha 0,783Ba 0,783Ba 0,783Aa
CH3 0,905Bb 1,000Aa 0,888Ab
CHI12 1,098Aa 0,983Aa 0,858Ab
CH30 1,158Aa 0,988Aa 0,695Ab

* As médias seguidas da mesma letra maiiiscula na coluna e mintiscula na
linha, ndo diferem significativamente, pelo teste de Scott e Knott, a 5%
de probabilidade.

O preparado Phosphorus, nas trés escalas, provocou o aumento do teor
de o6leo essencial em relagdo a testemunha e na dinamizagdo CH3 foi superior a
Silicea e a Aloysia, ao contrario de Almeida (2002) que observou diminuigao do
teor de dleo essencial em manjericao ao utilizar Phosphorus CH 30.

O preparado Silicea CH30 aumentou em 19,3% o teor de 6leo essencial
e para Silicea CH12, o aumento foi de 16,8% em relagdo a testemunha. Para
Silicea CH3, o teor baixou 21,8% em relagdo a Silicea CH30 e 17,5% para
Silicea CH12. No caso da homeopatia, Phosphorus, obteve-se em média, nas
trés dinamizagdes, valores 12% maior em seu teor de 6leo essencial do que em
relacdo a Silicea CH3.

Resultados semelhantes sdo encontrados em diversos trabalhos da area.

Almeida (2002) observou diferencas significativas no teor de o6leo
essencial de manjericdo em fungdo dos tratamentos com Phosphorus, Calcarea

carbonica e Carbo vegetabilis na dinamizacdo CH30.
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Castro (2002), trabalhando com Cymbopogon citratus ¢ usando os
preparado homeopatico isoterapico da planta-mae e Sulphur, encontrou
diferencas significativas na quantidade e na qualidade do 6leo essencial.

Duarte (2003), em estudo com Ageratum conyzoides usando escala
decimal, observou alternancia das respostas no conteido de oleo essencial
segundo a dinamizagdo. Os tratamentos constituiram-se de algumas partes da
planta-mae, parte aérea, raiz e planta inteira, encontrando diferencas no teor do
6leo essencial.

A atuagdo dos preparados homeopaticos no teor de 6leo essencial talvez
se deva ao fato de o metabolismo secundario estar relacionado a aspectos mais
sutis da planta atuando como mensageiros, agentes €, a0 mesmo tempo,
receptores. Sao compostos-chave para a homeostasia e a evolugdo do vegetal e,
por isso, trabalham no campo dindmico da energia vital e interagem com as
solu¢des homeopaticas. Sdo produtos que atuam no campo da energia vital dos
organismos vivos com o potencial de requilibrio da energia (Andrade, 2000).

Varios experimentos tém sugerido que as respostas das diluigdes
homeopaticas ndo diminuem ou aumentam regularmente, com o aumento da
diluicdo, mas fluem numa tendéncia “pseudo-sinusoidal” com picos de

atividades e inatividade (Andrade 2004).
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4 CONCLUSAO

Apenas na variavel biomassa fresca das inflorescéncias (BFI), o
preparado isoterapico de Aloysia CH12 aumentou de 65% em relagdo ao
preparado Aloysia CH3.

As caracteristicas anatomicas das folhas de A. gratissima ndo foram
influenciadas pelos preparados homeopaticos.

As homeopatias Phosphorus e Silicea exerceram efeitos significativos
no teor do oleo essencial de Aloysia gratissima. Na homeopatia Silicea houve
aumento do teor de oleo essencial com o aumento da dinamizag¢do. CHI2 e
CH30 mostraram-se superiores em relacdo a testemunha e a Silicea CH3. No
caso do preparado Phosphorus nao houve diferengas entre as dinamizagdes,
sendo superior em seu teor de dleo essencial em relagdo a testemunha e aos
preparados homeopaticos de Aloysia e a Silicea CH3.

Os resultados mostram a possibilidade de utilizacdo dos preparados
homeopaticos, no aumento do teor de Oleo essencial das plantas, sendo

necessarias mais pesquisas nessa area.
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CAPITULO 4

AVALIACAO DA ATIVIDADE FUNGITOXICA DO OLEO
ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Aloysia gratissima (Gilles & Hook.)
Tronc.

RESUMO

CARDOSO, Julio César Wallwitz. Avaliagdo da atividade fungitoxica do oleo
essencial das folhas de Aloysia gratissima (Gilles & Hook.) Tronc., 2005. 100p.
Dissertagao (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade fungitdxica do dleo essencial,
extraido das folhas de Aloysia gratissima Tronc., por meio de ensaios biologicos
“in vitro” contra os fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
oxysporium ¢ Botrytis cinerea. Foi utilizado o meio de cultura BDA (batata-
dextrose-agar) na presenca de diferentes concentragdes de 6leo essencial (20,
100, 500 mg/L), além de duas testemunhas: BDA e BDA+ solvente
(propilenoglicol) realizando-se quatro repeti¢des. Foram avaliados quatro raios
medidos em cm a partir da parte central do micélio. Os valores aferidos foram
aplicados & formula do Indice de Crescimento Micelial (ICM) para as analises
estatisticas. O 6leo nao foi efetivo para o fungo Botrytis cinerea. Para o fungo
Fusarium oxysporium apresentou inibicao significativa a 500 mg/L. No caso do
fungo Colletotrichum gloeosporioides, todas as concentragoes (20, 100 e 500
mg/L) inibiram significativamente o crescimento micelial.

* Comité Orientador: PhD. Jos¢ Eduardo Brasil Pereira Pinto (Orientador) -
DAG/UFLA, PhD. Vicente Wagner Dias Casali - FIT/UFV.
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ABSTRACT

CARDOSO, Julio César Wallwitz. Evaluation of fungistasis activity of the
essential oil from Aloysia gratissima (Gilles & Hook.) Tronc., 2005. 100p.
Dissertagdo (Mestrado Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

The goal of this work was evaluate fungistasis activity of essential oil,
extracted of Aloysia gratissima leaves using biologic in vitro assay
against the Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporium and
Botrytis cinerea (phytopathogens). It was utilized PDA (potato-dextrose-
agar) culture medium in presence of different concentrations of essential
oil (20, 100, 500 mg/L), and two control: PDA and PDA+ solvent
(propyleneglycol) with four replicates. It were evaluated four mycelial ray
(cm) from the central of the mycelium. The values obtained were applied
to Mycelial Growth Index (MGI) formula to statistic analysis. The
essential oil was not effective to Botrytis cinerea fungi. To Fusarium
oxysporium fungi showed significant inhibition at 500 mg/L. In the case
of Colletotrichum gloeosporioides (20, 100 and 500 mg/L) there were
significant inhibition of mycelial growth.

* Guidance Committe: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - DAG/UFLA
(Major professor), PhD. Vicente Wagner Dias Casali - FIT/UFV.
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1 INTRODUCAO

Na natureza, a maior parte das espécies do reino vegetal dispde de
mecanismos secundarios com finalidades diversas. As virtudes das plantas
devem-se, em grande parte, as moléculas nelas contidas, como os alcaldides, os
terpenos, os fendis e derivados, os flavonoides, os acidos carboxilicos e seus
derivados (Balandrim et al., 1985).

Plantas superiores e aromaticas sdo utilizadas amplamente na medicina
popular, uma vez que apresentam amplo espectro de atividade, com inibigdo
observada contra bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Rodrigues, 2003).
Elas tém sido uma importante fonte de substancias quimicas, utilizadas para
sintese de inseticidas e antimicrobianos mais eficientes, menos tOxicos € menos
persistentes no ambiente.

Pela utilizagdo crescente na industria de alimentos, cosmética e
farmacéutica, o cultivo de espécies aromaticas e a obtencdo de Oleos volateis
constituem importante atividade economica (Simdes & Spitzer, 1999). Existe
uma tendéncia para o uso de plantas medicinais no controle de microrganismos
devido a resisténcia que estes vém apresentando a maioria dos antibidticos e
agroquimicos atuais. Varios pesquisadores tém realizado trabalhos com plantas
medicinais de varias regides do mundo na busca de novas moléculas.

O uso indiscriminado e incorreto dos agroquimicos no ambiente rural e
urbano tem causando prejuizo aos ecossistemas e ao homem, tem motivado o
desenvolvimento de métodos e produtos alternativos no controle de doencas de
plantas (Silva, 2000).

Agentes fungitdxicos sdo também utilizados no tratamento de plantas,
sementes e solos, bem como protetores foliares, conservadores de produtos

industriais e conservadores de madeiras, entre outras finalidades. Estima-se que
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os fungicidas sejam empregados no cultivo de metade da safra mundial de
alimentos. O valor de comercializacdo de fungicidas chega a 50 milhdes de
dolares, representando cerca de 10% das vendas mundiais de agrotoxico
(Korolkovas & Burckhalter, 1995). Zambolim & Vale (1985) consideram os
fungos como os principais causadores de patologia de vegetais. Portanto,
também ¢ de grande valia a realiza¢@o ndo apenas de ensaios utilizando extratos
vegetais, mas também o conhecimento do mecanismo pelo o qual o patdogeno
atinge a espécie.

Plantas superiores, muitas vezes, sdo vistas como fontes Uteis de
substancias fungitoxicas, as quais, quando comparadas com fungicidas
sintéticos, mostram-se praticamente inofensivas para o ambiente, podendo até
supera-los em sua acdo fungitoxica (Fawcett & Spencer, 1970).

Neste contexto, atualmente, estdo sendo desenvolvidas pesquisas
voltadas para o controle alternativo de pragas, por meio de compostos quimicos
secundarios presentes nos extratos brutos ou 6leos essenciais, a partir de plantas
medicinais nativas.

Os oleos essenciais apresentam importancia ecoldgica, especialmente
como inibidores da germinagdo, protecdo contra predadores, atracdo de
polinizadores, protegdo contra perda de agua e o aumento da temperatura
(Craveiro & Machado, 1986; Harbone, 1993). Segundo Gottlieb & Salatino
(1987), oleos essenciais funcionam como sinais de comunicagao para os vegetais
e como defesa quimica contra os animais e microrganismos.

A introdugdo de um novo 6leo essencial no mercado internacional ¢
dificultada pelo fato da industria de aromas trabalhar com padrdes complexos e,
de certo modo, rigidos, exigindo qualidade uniforme. Ha, porém, por parte desta
mesma industria, interesse de pesquisa de novas fontes de 6leos essenciais. No
caso do uso como solvente ou insumo na industria quimica, a aceitagdo do novo

produto ndo apresenta estas restrigdes (Craveiro et al., 1981).
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A flora brasileira ¢é rica em substincias com propriedades terapéuticas,
mas, estudos relacionados estdo apenas em estruturac@o no Brasil. O mercado de
esséncias esta composto de 65% de espécies cultivadas e 1% silvestre,
justificando o estudo desta flora como fonte de novos produtos aromaticos e
antimicrobianos (Agostini, 2003). A simplicidade de extracdo dos oOleos
essenciais permite que em muitos paises, a exploragdo seja feita em industria
semi-artesanal, podendo constituir valiosa fonte de renda e na melhoria da
qualidade de vida da agricultura familiar.

Fonseca (2003) relata que o 6leo essencial de espécies do gé€nero Vitex
apresentou atividade antimicrobiana para todos os microrganismos testados. Ja
no género Lippia, Oliveira (2003) observou atividade antimicrobiana contra
Candida  albicans, Cryptococcus neoformans, Trichophyton  rubrum,
Staphylococcus aureus € Streptococcus mutans com as espécies L. alba e L.
origanoides, cujos 0leos essenciais foram semelhantes ou superiores ao controle
positivo testado, os antibidticos Anfotericina, Vancomicina e Meticilina.

Figueira et al. (2003), trabalhando com cerca de 350 espécies
provenientes de diversas regides do Brasil e do mundo, observaram que, entre as
que apresentaram forte atividade antimicrobiana, estdo trés espécies do género
Aloysia: A. tryphlla, A. gratissima e A. tuberosum. Os microrganismos testados
foram Streptococcus faecilum, Bacilus subtilis e Candida albicans.

Lemos et al. (1990), avaliando as atividades antimicrobianas dos 6leos
de dez plantas brasileiras, verificaram que o 6leo essencial de Lippia sidoides,
Verbenceae, exibiu grande atividade contra todos os microrganismos testados,
Saccharomices cerevisae, Aspergillus flavus e Cryptococcus neofarmans.

Os fungos dos géneros Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
oxysporium € Botrytis cinerea sao cosmopolitas e responsaveis por grande perda

na agricultura. Desde a produgdo de mudas, por meio do tombamento, até a pos-
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colheita, com a podridao dos frutos, as cifras de gastos com fungicidas sdo altas
e com a agravante de que o controle quimico ndo tem sido eficaz.

E fundamental que as pesquisas visem encontrar grupos quimicos com
efeitos fungicidas. Na natureza, a grande maioria das plantas se encontra em um
sistema de busca de equilibrio dindmico e esta homeostasia pode estar
relacionada a existéncia de fungicidas naturalmente produzidos pela planta na
forma de metabdlito secundario. Portanto, espera-se que a descoberta de
substancias naturais com efeito fungicida possa contribuir na melhor qualidade
de vida da agricultura. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
fungitoxico do 6leo essencial de A. gratissima sobre isolados de trés espécies de
fungos: Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporium ¢ Botrytis

cinerea.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Botanico

Folhas de Aloysia gratissima Tronc. (verbenacea) foram coletadas, no
més de marco de 2004, em plantas ja estabelecidas no Horto Medicinal da
Universidade Federal de Lavras. As folhas foram separadas dos galhos e
colocadas em sacos de papel kraft. A amostra foi submetida a secagem em estufa
com circulacdo for¢cada de ar, mantida a 40°C, até peso constante. Para a
extragdo do Oleo essencial de A. gratissima, utilizou-se a técnica de
hidrotestilagdo por 2 horas, em aparelho Clevenger modificado, conforme
modelo proposto por Castro (2002a).

Utilizou-se 40g de folhas secas, fragmentadas em tamanho médio de 0,5
cm na extragdo do oleo. Para a purificagdo do 6leo essencial, o hidrolato foi
submetido a particdo liquido-liquido em funil de separacdo, realizando-se trés
extragoes, utilizando 20ml de diclorometano em cada. As fracdes organicas
foram reunidas e secas com 3g de sulfato de magnésio anidro, deixando-o agir
por 30 minutos. Em seguida, o sal foi removido por filtracdo simples e o
solvente evaporado a temperatura ambiente, sob capela de exaustdo de gases,

sendo, posteriormente, determinada sua massa residual.

2.2 Avaliacao do crescimento micelial

A atividade fungitoxica do 6leo essencial das folhas de A. gratissima foi
avaliada sobre os fungos Fusarium oxysporium,Colletotrichum gloeopoiroides e
Botrytis cinerea da classe Deuteromicotina. As culturas foram obtidas na
micoteca do Departamento de Fitopatologia da UFLA, onde foi realizado o
trabalho. O método utilizado foi o bioanalitico “in vitro”, observando-se o

crescimento do micélio nas concentragdes de 20, 100 e 500 ppm do o6leo
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essencial e utilizando-se, como substrato, 0 meio BDA (batata, dextrose ¢ agar)
(Santos, 1996).

O BDA foi fundido e deixado em banho-maria a 40°C. Em capela de
fluxo laminar, foram adicionadas as concentragdes de 20, 100 e 500 ppm do 6leo
previamente solubilizado pelo solvente propilenoglicol (surfactante) para que
ocorresse a incorporagio do 6leo na agua do BDA. Utilizaram-se 1ul5ul e 25pl,
respectivamente, de 6leo essencial dissolvido em 1 ml de propilenoglicol, o qual
foi solubilizado em 49 ml de BDA. As placas de petri previamente esterilizadas
receberam, no centro, um disco micelial de 0,5 mm de didmetro com as culturas
de fungos. Apos a inoculacao foram vedadas com filmes plastico, identificado e
incubadas em cdmara de crescimento, em uma temperatura de 20°C a 22°C, sob
fotoperiodo de 12 horas, por oito dias aproximadamente (Santos 1996; Salgado,
2001).

O experimento continha os tratamentos: T1 = Testemunha BDA; T2 =
Testemunha BDA + propilenoglicol; T3 = concentragdo de 20ppm de 6leo; T4 =
concentracdo de 100ppm e TS5 = concentracdo de 500ppm. Adotou-se um
esquema fatorial com cinco dosagens e trés isolados de fungos (5x3), com
quatro repetigdes em um delineamento inteiramente casualisado. Iniciaram-se as
avaliagoes do experimento ap6s 48 horas, por meio de medigoes diarias do
crescimento micelial. Cada medi¢ao correspondeu a média dos quatro raios da
colonia do fungo. O indice de crescimento micelial (ICM) foi calculado pela

formula modificada de Nakava Maguire, adaptada por Oliveira (1991).

ICM :ﬂ+&+ C”
N, N, N

n
Em que:

ICM = indice de crescimento micelial;

C,, C,, C, = avaliacdo do crescimento micelial das coldnias em cm.

N1, N», N, = numeros de dias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a analise de varidncia dos resultados do ICM das
trés espécies fungicas submetidas a cinco doses diferentes estdo na Tabela 1.
Constata-se que ocorreu interagdo significativa entre os fungos e doses a 1% de

significancia.

TABELA 1: Quadro de analise de variancia

FV GL QM
FUNGOS 2 29.716667 *
DOSES 4 3.141667 *
FUNGOS*DOSES 8 1.716667 *
RESIDUO 45 4

TOTAL 59 91.733333

CV (%) = 11,18, numero de observagdes: 60 Teste F, nivel de 1%

Os resultados médios obtidos do indice de crescimento micelial (ICM)
das trés colonias de fungos submetidas a cinco doses: testemunha 1, testemunha
2, 20 ppm, 100 ppm e 500 mg/l de 6leo essencial, encontram-se na Tabela 2.
Observa-se que para os fungos Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium
oxysporium, com o aumento da concentragdo do o6leo essencial de 4. gratissima,

ocorreu a redugdo das médias do indice de crescimento micelial (ICM).
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TABELA 2: Médias dos ICM (cm) das colonias de C. gloeoporioides,
F. oxysporium e B. cinérea submetidas a diferentes doses de
o6leo essencial de 4 . gratissima 1= BDA (controle 1); 2 = BDA+
solvente (controle 2); 3 = BDA+ solvente+ 20 ppm; 4 = BDA +
solvente+100 ppm;5 = BDA+ solventet+ 500 ppm.UFLA, Lavras,

MG, 2005.
FUNGOS
DOSES C. gloeosporioides F. oxysporium B. cinerea
1 3,58Cb 2,90Bc¢ 4,79Aa
2 3,21Cb 2,70Bc 4,38Aa
3 2,11Bc 2,64Bb 4,98Aa
4 1,62Bc 2,57Bb 4,84Aa
5 1,01Ac 1,92Ab 4,44Aa

* Médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas nas colunas e mintsculas nas
linhas ndo diferem significativamente entre si, segundo teste de Tukey, a 1%
de probabilidade.

Observa-se, pela Tabela 2, que o indice de crescimento micelial do
fungo B. cinerea foi maior que o das outras duas espécies, mostrando ser um
fungo de crescimento mais rapido. Ferreira (1989) descreve que se trata de um
fungo de grande poder de disseminagdo e infeccdo com um controle quimico
limitado. Essa diferenca talvez se deva a incubacdo e ao fato do
desenvolvimento da cultura ter ocorrido em umidades e temperaturas Otimas
(22°C), juntamente com as caracteristicas intrinsecas da espécie.

O género B. cinerea nao teve seu crescimento micelial inibido
significativamente (Tabela 2 e Figura 1). O dleo essencial de A. gratissima nao
teve efeito positivo. Salgado (2001), em trabalho com 6leo essencial de trés
espécies de eucaliptos, mostrou que esse fungo ¢ de dificil controle, so
apresentando inibi¢do a 500 ppm. Segundo Ferreira (1989), trata-se de um fungo

de grande esporulagdo e o controle a base de fungicida tem sido bastante
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limitado. Dissemina-se com facilidade em ambientes semelhantes ao “in vitro”,
fechados, umidos e com temperaturas em torno de 22° C.

Diferentemente, o fungo F. oxysporium teve um indice de crescimento
micelial menor no inicio, mas este foi constante, o que nao caracteriza um poder
infectante menor. Este fungo ¢ um dos géneros mais importantes do mundo,
devido as suas caracteristicas de disseminacdo e formagdo de clamidiosporo
(estrutura de resisténcia), com caracteristicas peculiares no seu desenvolvimento.

No género F. oxysporium (Tabela 2 e Figura 1), ndo houve diferengas
entre as testemunhas e as concentracdes de 20 e 100 ppm, apresentando
significancia apenas a 500 ppm, em relacdo aos outros tratamentos. Salgado
(2001) trabalhando com trés espécies de eucalipto, encontrou resultados
semelhantes, com inibi¢do dos fungos B. cinerea, F. oxysporium e Bipolaris
sorokiniana a partir da concentrag@o de 500 ppm. Segundo Ventura (1999) trata-
se de um fungo de solo com alta capacidade de sobrevivéncia em que o controle
quimico ndo tem sido eficiente.

Para o género C. gloeoporioides, ocorreu inibig¢do do crescimento
micelial nas trés concentragdes de oleo essencial (20,100 e 500 ppm). Entre os
trés fungos, foi o que apresentou maior inibi¢do nas trés doses de dleo. Nao
ocorreu diferenca significativa entre as concentragdes de 20 e 100 ppm, mas a
500 ppm foi superior em relacdo a essas (Tabela 2 e Figura 1). Amorim (2003),
utilizando extrato hexanico de copaiba, solvente que extrai preferivelmente
resinas e 6leos, encontrou resultados semelhantes aos de Diniz (1996), em que o
6leo essencial de copaiba inibiu o crescimento de C. gloeoporioides.

Pessoa et al. (1996) encontraram acdo inibitoria do 6leo essencial de
Lippia siloides sobre o didmetro das colonias de Macrophomina phaseolina,

Colletotrichum gloesporioides e Fusarium oxysporum.
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Na comparacdo entre os tratamentos 1 e 2 (controles), para as trés
colonias, observa-se que nao houve diferencas significativas (Tabela 2). O
controle 2 tem a inclusdo do solvente propilenoglicol. Essa analise mostra que
este ndo apresentou inibigdes ou interferiu nos resultados sobre os fungos.
Segundo Ferreira (2002), o propilenoglicol ¢ um agente emulsificante
(tensioativo) que auxilia na produgdo de uma dispersdo estavel pela redugdo da
tensdo interfacial das goticolas oOleo/agua. Isso mostra que este solvente
apresenta potencial para trabalhos com 6leos essenciais em testes “in vitro” e “in
vivo”, sendo necessarios mais estudos de solubilidades com os respectivos
6leos.

Este estudo mostra o potencial da utilizacdo de dleos essenciais de
plantas silvestres do Brasil para o efeito fungitdxico. O uso do 6leo essencial da
espécie A. gratissima apresenta possibilidade de utilizagcdo na agricultura como
agente antifingico para alguns fungos, sendo necessario mais estudos e testes

“In vivo”.
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FIGURA 1: Bioensaios com o 6leo essencial de Aloysia gratissima na inibi¢ao
micelial. UFLA. Lavras, MG, 2005.
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4 CONCLUSAO

O Oleo essencial de A. gratissima proporcionou inibigdo no
crescimento micelial nas trés concentragdes (20, 100 e 500 ppm) para o fungo C.
gloeosporioides. Para o fungo F. oxysporium apenas a concentragao de 500 ppm
foi significativa para inibigdo micelial. No caso do fungo B. cinerea ndo ocorreu
efeito significativo, necessitando de analises em outras concentragdes.

O oleo essencial da espécie possui valor potencial visando seu uso

como método alternativo de controle de fungos.
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