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RESUMO GERAL

SALES, Juliana de Fatima. Germinacgéo de sementes, crescimento da planta e
composicdo quimica do Oleo essencial de Hyptis marrubioides Epl.,
Lamiaceae. 2006. 80p. Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras - MG.'

Foram conduzidos 4 experimentos, entre os quais o primeiro teve o objetivo de
avaliar diferentes estadios fisiologicos de coleta das sementes, temperatura e
tempos de armazenamento na germinagdo de H. marrubioides. O segundo, de
avaliar a influéncia da luz no crescimento e composi¢do quimica do oleo
essencial de Hyptis marrubioides; o terceiro, de avaliar fontes e doses de
adubagdo no crescimento e composicdo quimica do o6leo essencial; e o quarto de
avaliar a variabilidade quimica do o6leo essencial de hortela-do-campo. No
experimento de sementes, foi verificado que o fator luz n3o influenciou a
germinacdo. Por outro lado, temperatura de 20 °C retardou a germinagdo, apesar
de ndo ter influenciado a porcentagem de germinagdo. O armazenamento € 0s
diferentes estadios de coleta das sementes influenciaram o IVG e a porcentagem
de germinagdo. Sementes coletadas no estadio mais maduro demonstraram
serem apropriadas para o armazenamento por até 18 meses. Constatou-se que em
pleno sol as plantas apresentaram menor altura, se comparado aos tratamentos
sombreados. A relacdo ramo/folha foi maior em menor nivel de irradidncia. O
numero de ramos e o acumulo de fitomassa foram maiores no maior nivel de
irradiancia. O teor de 6leo essencial demonstrou ser insensivel a irradiancia.
Quanto ao rendimento de oleo essencial, este foi maximizado em 100% de
irradidncia. A composi¢do quimica do O6leo essencial de H. marrubioides
demonstrou ser insensivel ao nivel de irradidncia, exceto para o iS0-3-tujanol e
d-cadineno. No experimento de adubacgdo foi verificado que para obtencdo de
um maior rendimento de oOleo essencial, o solo utilizado no cultivo ndo
dispensou a calagem e a adubag@o organica foi superior a quimica. Com relagdo
a variabilidade quimica do 6leo, os resultados permitiram distinguir trés grupos
de dleos essenciais com relagdo ao local de amostragem e processo pds-colheita:
agrupamento [ (folhas frescas e caules frescos ou secos de Lavras), com alta
porcentagem de caryophylla-4(14),8(15)-dien-53-ol (16.7%) e eudesma-4(15),7-
dien-1pB-ol (12.8%); agrupamento II (folhas secas e caules de Tiradentes), com
6leo rico epi-longipinanol (16.2%); e agrupamento III (folhas secas de Lavras),
contendo alto teor de (E)-caryophyllene (17.4%) e a-copaene (10.1%).

! Comité Orientador: PhD. José¢ Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador), Dr.
Pedro Henrique Ferri — UFG (Co-orientador).



GENERAL ABSTRACT

SALES, Juliana de Fatima. Seeds germination, plant growth and chemical
composition of essential oil of Hyptis marrubioides Epl. Lamiaceae. 2006.
80p. Thesis (Doctorate in Agronomy/Crop Science) — Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.!

Four experiments had been carried out. The first was in order to
evaluated different physiological stade of harvesting, temperature and times of
storage in the germination of H. marrubioides seeds. The second aimed evaluate
the influence of the light in the growth and chemical composition of the essential
oil of Hyptis marrubioides. The third, was in order to evaluate sources and doses
of fertilization in the growth and chemical composition of the essential oil. The
last one evaluate the chemical variability of the essential oil of “hortela-do-
campo”. In the experiment of seeds, it was verified that lightness did not have
influence on germination. On the other hand, the temperature of 20 °C retarded
germination, although it did not have affected the percentage of germination.
The storage and different stages of harvesting influenced the GVI (germination
velocity index) and percentage of germination. Seeds colleted in a more mature
stage demonstrated to be more appropriated to storage for up to 18 months. Was
evidenced that in full sun the plants had presented minor height, comparative to
the treatments shadings. The relation stems /leaf was bigger in lesser level of
irradiance. The number of branches and the accumulation of biomass had been
bigger in the highest level of irradiance. The essential oil text demonstrated to be
insensitive the irradiance. In relation to the essential oil income, this was
maximized in 100% of irradiance. The chemical composition of the essential oil
of H. marrubioides demonstrated to be insensitive to the irradiance level, except
for iso-3-tujanol and &-cadineno. In the fertilization experiment was verified that
to obtain a higher yield of the essential oil, the soil used in cultivation did not
need the limestone application, and the organic fertilization was superior to the
chemical one. With relation to the chemical variability of the oil, the results
which allowed three groups of essential oils to be distinguished with respect to
sampling site and post-harvested process: cluster I (fresh leaves and fresh or
dried stems from Lavras county) with high percentage of caryophylla-
4(14),8(15)-dien-5B-ol (16.7%) and eudesma-4(15),7-dien-1B-ol (12.8%);
cluster II (dried leaves and stems from Tiradentes county) with epi-longipinanol

' Guidance Committee: PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Major
Professor), Dr. Pedro Henrique Ferri — UFG (Co-Major Professor)
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(16.2%) rich oil, and cluster III (dried leaves from Lavras) containing a high
content of (E)-caryophyllene (17.4%) and a-copaene (10.1%).
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GERMINACAO DE SEMENTES DE HORTELA-DO-CAMPO
(Hyptis  marrubioides Epl) EM FUNCAO DA LUZ,
TEMPERATURA, ESTADIO FISIOLOGICO NA COLHEITA E
ARMAZENAMENTO

(Preparado de acordo com as normas da Revista Brasileira do
Armazenamento)

JULIANA F. SALES “2; JOSE EDUARDO. B. P. PINTO?* JOAO
ALMIR DE OLIVEIRA?; PRISCILA PEREIRA BOTREL?; FABIANO
G. SILVA®; RICARDO MONTEIRO CORREA”.

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos avaliar a influéncia da luz, da
temperatura, do estadio fisiolégico da colheita e do armazenamento na
germinagdo das sementes de Hyptis marrubioides. Foram realizados dois
experimentos, sendo o primeiro implantado logo apos a colheita das sementes,
constituido por um fatorial 2x3x3, com 2 ambientes (luz e escuro) x 3
temperaturas (20, 30 e 20/30°C) x 3 estadios de coleta das sementes (sementes
com coloragdo verde, coloragdo marrom claro e coloragdo marrom escuro). O
segundo experimento, em presenca de luz e a temperatura de 30 °C, foi
constituido por um esquema fatorial 4x3, sendo 4 tempos de armazenamento (0,
6, 12 e 18 meses) e 3 trés estadios fisioldgicos de coleta mencionados no
experimento anterior.

Ambos os experimentos foram implantados no delineamento em blocos
ao acaso, com quatro repeti¢des de 100 sementes. Foi verificado que o fator luz

ndo influenciou a germinagdo. Por outro lado, a temperatura de 20 °C retardou a

! Faculdade de Biologia - Universidade de Rio Verde (FESURV). Cx Postal 104, 75901-
970 Rio Verde, GO. jfsales@fesurv.br “Departamento de Agricultura/Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Bolsista do CNPq. Lavras, MG. jeduardo@ufla.br *Centro
Federal de Educagdo Tecnoldgica de Rio Verde (CEFET — RV) — Rod. Sul Goiana, km
01. C. Postal 66, CEP 75.900-000. Rio Verde — GO.
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germinacdo, apesar de ndo influenciar a sua porcentagem. O armazenamento e
os diferentes estadios fisiologicos de coheita das sementes influenciaram o IVG
e a porcentagem de germinagdo. Sementes coletadas no estddio mais maduro

demonstraram serem apropriadas para o armazenamento por até 18 meses.

PALAVRAS-CHAVE: Hyptis marrubioides, Planta medicinal, Sementes.



SEEDS GERMINATION OF HORTELA-DO-CAMPO (Hyptis
marrubioides Epl.) IN FUNCTION OF THE LIGHT,
TEMPERATURE, PHYSIOLOGICAL STADIUM IN THE
HARVEST AND STORAGE

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the influence of light, temperature,
physiologic stage of harvesting and storage on germination of Hyptis
marrubioides seeds. Two experiments were carried out. The first was applied
immediately after the seeds harvesting, constituted by a factorial design 2
environments (light and darkness) x 3 temperatures (20, 30 and 20/30 °C) x 3
times of harvesting of seeds (seeds with green coloration, light brown coloration
and dark brown coloration). The second experiment, in presence of light and
under temperature of 30 °C was constituted by a 4x3 factorial design, being 4
times of storage (0, 6, 12 and 18 months) x 3 (three physiologic stages of
harvesting mentioned in the first experiment). Both experiments were applied in
a randomized blocks design with four replicates of 100 seeds each. Lightness did
not have influence on germination. On the other hand, the temperature of 20 °C
retarded germination, although it did not have affected the percentage of
germination. The storage and different physiologic stages of harvesting
influenced the GVI and percentage of germination. Seeds colleted in a more

mature stage demonstrated be more appropriated to storage for up to 18 months.

KEY WORDS: Hyptis marrubioides, medicinal plant, seeds.



INTRODUCAO

O género Hyptis (Familia Lamiaceae), com bem mais de 300
espécies, exibe a maior diversidade morfolégica na regido do Cerrado
Brasileiro (Harley, 1988). Estas espécies sdo bastante aromaticas e sdo
freqlientemente usadas no tratamento de infec¢des gastrointestinais,
caimbras e dores, bem como no tratamento de infec¢des de pele
(Corréa,1931).

A utilizagao indiscriminada de espécies medicinais pela medicina
popular, e também pela indtstria farmacéutica, tem ocasionado uma
reducdo considerdvel na densidade populacional de algumas destas
plantas em areas onde elas ocorrem naturalmente, sendo importante o
desenvolvimento de protocolos efetivos que viabilizem a produgdo destas
espécies em escala comercial (Nadeem et al., 2000). Uma das primeiras
acoes neste sentido € conhecer a produgdo, a qualidade e o
armazenamento das sementes. A propagacdo do hortela-do-campo pode
ser realizada tanto por estaquia como por sementes.

A germinagdo da semente ¢ uma conseqiiéncia ordenada de
atividades metabolicas divididas em fases, que resulta na formagao de
uma plantula. Essa ¢ uma etapa critica do biociclo vegetal, devido a esse
processo estar associado a varios fatores de natureza extrinseca (fatores
do ambiente fisico) e intrinseca, ou seja, a processos fisio-metabolicos
(Bewley & Black, 1994; Popinigis, 1985).

O momento mais adequado para a colheita das sementes € o mais
proximo possivel do ponto de maturidade fisiologica. As sementes,

quando atingem a maturidade fisiologica, apresentam-se com 0 maximo



peso de matéria seca, sendo um referencial importante da independéncia
da semente em relagdo a planta mae. O atraso na colheita das sementes
maduras contribui consideravelmente para a sua deterioracdo, uma vez
que, permanecendo "armazenadas" no campo, estdo sujeitas a condigdes
altamente desfavoraveis, como intempéries, ataque de insetos e
microrganismos. Sendo assim, a colheita deve ser efetuada no momento
adequado, com o intuito de reduzir ao maximo as possiveis perdas
qualitativas e quantitativas (Von Pinho, 1997).

Segundo Barbedo & Cicero (2000), a identificacdo do estadio de
maturidade fisioldgica das sementes e, conseqiientemente, o0 momento
ideal para a colheita, sdo condi¢des essenciais para a conservagdo da
viabilidade durante o armazenamento. Neste sentido, a antecipacdo da
colheita torna-se relevante para preservar uma boa qualidade fisiologica,
evitando-se uma rapida deterioracdo das sementes no campo e,
posteriormente, no armazenamento (Carvalho & Nakagawa, 2000).

A deterioracdo de sementes ¢ um processo degenerativo continuo
que se inicia no estadio apos a maturidade fisioldgica e continua até a
perda da viabilidade e a morte da semente. Dependendo das condigdes
ambientais e de manejo, pode haver, a seguir, a redugdo da qualidade
fisiologica das sementes pela intensificagdo do fenomeno da deterioragdo
(Marcos Filho, 2005).

As condi¢des de armazenamento definem a preservacao da
qualidade das sementes. Estas apresentam melhor qualidade por ocasido
da maturagdo fisiologica. A partir deste ponto, o poder germinativo e o
vigor declinam em intensidade variavel, dependendo das condigdes a que

ficam sujeitas (Pelegrini, 1982). Fatores como longevidade das sementes,



qualidade inicial, estagio de maturagdo, grau de umidade, condicdes
fisicas da semente, condi¢cdes ambientais de armazenamento, tratamento
fitossanitario e tipo de embalagem, que afetam a qualidade das sementes
armazenadas, deverdo ser manejados de maneira a bloquear os
mecanismos de envelhecimento (Carvalho & Nakagawa, 2000; Pelegrini,
1982).

A luz ¢ um dos mais importantes fatores ambientais responsaveis
pela superacao da dorméncia de sementes de muitas espécies. A ativacao
das sementes pela luz esta ligada a um sistema de pigmentos denominado
fitocromo. Esse pigmento se encontra em todas as plantas superiores, as
quais, ao absorverem luz num determinado comprimento de onda, mudam
de estrutura bioquimica e permitem, ou nao, a resposta fotomorfogenética
(Borges & Reno, 1993). Aparentemente, o fitocromo estd sempre
associado ao funcionamento das membranas bioldgicas, regulando,
provavelmente, sua permeabilidade e controlando, dessa maneira, o fluxo
de inumeras substancias dentro das células e entre elas (Taiz & Zeiger,
1991).

A temperatura é um fator ecoldgico de grande influéncia no
processo de germinagdo de sementes, determinando seus limites e a taxa
de sua ocorréncia, agindo também na quebra e inducdo de dorméncia
(Bewley & Black, 1994). Neste sentido, Arnold et al. (1990) relatam que
¢ essencial a quantificagdo do efeito da temperatura alternada em
populagdes de sementes com diferentes niveis de dorméncia para se
conhecer a época de interrup¢do da mesma no campo. Algumas das
interacdes de temperaturas com luz podem ser relevantes para o

comportamento das sementes em seu ambiente natural (Mayer &



Poljakoff-Mayber, 1989). Grande nimero de espécies possui uma reagao
germinativa favordvel a uma alternancia de temperatura, devido a
semelhan¢a do que acontece ao natural, quando as temperaturas diurnas
sdo mais altas que as temperaturas noturnas (Carvalho & Nakagawa,
2000; Popinigis, 1985).

O presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da luz
e temperatura na germinagao, bem como o estadio fisiologico da colheita
¢ armazenamento na qualidade das sementes de hortela-do-campo (Hyptis

marrubioides).

MATERIAL E METODOS

As sementes foram colhidas na Fazenda Trés Barras, Municipio de
Lavras, MG, oriundas de plantas nativas, cuja exsicata foi identificada e
estd depositada no herbario da Universidade Federal de Lavras “ESAL
13955”. 100 sementes de horteld-do-campo apresentam um peso de
0,0174 g. Adotaram-se trés estadios fisiologicos de coleta: sementes
totalmente formadas e com coloragdo verde (coleta 1); 2 semanas apos,
com coloragdo marrom-claro (coleta 2); e 10 dias, apds quando estas ja se
encontravam em inicio de dispersdo, cloragdo marrom-escuro (coleta 3).
Apos a coleta das plantas estas foram secas a sombra, as sementes foram
debulhadas manualmente e as impurezas, separadas em soprador tipo
South Dakota.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Analise de
Sementes e no Laboratorio de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras. As

sementes foram semeadas em caixas acrilicas do tipo “gerbox”, com



papel absorvente umedecido com 2,5 vezes o peso do papel. No primeiro
ensaio, as sementes foram acondicionadas em camara de incubacao tipo
BOD em diferentes temperaturas, 20, 30 e alternado (20/30 °C), em
regime alternados de luz e escuro por 12 horas; para simular o escuro, os
“gerbox” foram envolvidos em papel aluminio. As avaliagdes foram
realizadas por meio de contagens diarias, computando-se o niimero de
sementes que apresentavam inicio de protrusdo da radicula para a
determinagio do Indice de velocidade de germinagdo (IVG), calculado
segundo a formula de Maguirre (1962).

A porcentagem de germinagdo foi obtida aos 10 dias apds a
semeadura, quando estas ja se encontravam estabilizadas, computando-se
o numero de plantulas normais obtidas, segundo as regras para analise de
sementes.

No segundo ensaio, as sementes foram armazenadas em camara
fria com temperatura de 10 °C e 50% de UR, em saco de papel, por até 18
meses, sendo que as avaliagdes foram realizadas de 6 em 6 meses.
Utilizou-se, para o teste de germinagdo, a mesma metodologia utilizada
para o ensaio 1, com temperatura de 30°C e presenca de luz, sendo este
definido como melhor resultado no ensaio 1.

Ambos os experimentos foram constituidos por fatorial. O
primeiro ensaio constou de fatorial 2x3x3, sendo luz e escuro x 3
temperaturas x 3 épocas de coletas. O segundo ensaio constou de um
fatorial 4x3, sendo 4 tempos de armazenamento x 3 épocas de coleta. O
delineamento experimental empregado nos dois ensaios foi em blocos ao

acaso, com 100 sementes/gerbox em 4 repetigoes.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio 1

Sementes de Hyptis marrubioides demonstraram ser insensiveis a
luz, por germinarem tanto na presenga como na auséncia de luz. Na
temperatura mais alta (30 °C), houve maior velocidade de germinagdo
quando na presenc¢a da luz, embora ndo tenha diferido da temperatura de
20x30 °C, excegao feita a época 2 (Tabela 1). Resultados semelhantes
também foram obtidos, como ocorrido em sementes de salvia (Salvia
splendens Sellow), Lamiaceae, por Vasquez-Yanes & Orosco-Segovia
(1993), e malva (Malva sylvestris L.), Malvaceae, por Figueiredo &
Popinigis (1980).

Com relagdo as temperaturas observa-se, pelos resultados da
Tabela 1, que a 30 °C e alternada (20/30 °C) houve, em geral, maiores
velocidades de germinacdo quando comparadas a menor temperatura (20
°C), tanto em presenca como na auséncia de luz. Esses resultados sdo
explicados pelo fato de baixas temperaturas reduzirem as taxas
metabdlicas (Carvalho & Nakagawa, 2000 e Hendricks & Taylorson,
1976).

Pelos resultados do IVG da Tabela 1, referente aos estadios
fisiologicos das sementes, observa-se, de maneira geral, que houve
diferencas na qualidade na época 2 a 20°C na presenga de luz, seguida das
épocas 1 e 3, também na presenga de luz, e das épocas 1, 2 e 3, em

auséncia de luz, que tiveram menores IVG em relagdo aos demais.



Tabela 1: Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) de sementes de
Hyptis marrubioides coletadas em diferentes estadios fisiologicos, sob
diferentes temperaturas em presenca e auséncia de luz, UFLA, Lavras-
MG, 2006.

T°C Com luz Sem luz
Estadio 1 Estadio 2 Estadio3 Estadio 1  Estadio2  Estadio 3
20 12,87 Ba 0992Ca 1235Ba 13,60Ba 16227Ba 15,03Ba
30 23,86 A a 2245Aa 2482Aa 2434Aa 2404Aa 2387Aa

20-30 21,57 Aab 1794Bb 22,13Aa 2266Aa 2180Aa 2221Aa
Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha para cada
modalidade de luz ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Foi  constatada elevada porcentagem de  germinacio,
independentemente da presenga ou auséncia de luz, do estadio fisiologico
e da temperatura, ndo ocorrendo diferencas entre os fatores avaliados.
Excegdo ocorreu em sementes coletadas no estadio 2 em presenca de luz a
20 °C e em sementes coletadas no estadio 1 e colocadas para germinar em
auséncia de luz a 20°C, resultado inferior aos demais tratamentos (Tabela

2).

Tabela 2: Germinagdo de sementes de Hyptis marrubioides coletadas em
diferentes estadios fisiologicos, sob diferentes temperaturas em presenca
e auséncia de luz, UFLA, Lavras-MG, 2006.

T°C Com luz Sem luz
Estadio 1  Estadio2  Estadio 3 Estadio 1  Estadio2  Estadio 3
20 86,25 Aa  78,75Ba 87,50 Aa 75,50 Ba 90,00 Aa 90,50 Aa
30 97,50 Aa 98,50 Aa  100,0 Aa 98,50 Aa 99,25 Aa 96,75 Aa

20-30 98,25Aa 97,775Aa  99,75Aa  9725Aa 98,75 Aa 99,25 Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna e mintscula na linha para cada
modalidade de luz ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Em salvia (Salvia splendens Sellow), Lamiaceae, foi constatado
que temperaturas de 15, 20 e 25°C afetaram a velocidade de germinagdo
das sementes, sendo que 15 °C retardaram o processo germinativo pelo
fato de baixas temperaturas reduzirem as taxas metabolicas (Menezes et
al., 2004). Da mesma forma, a germinagdo de sementes de erva-de-touro
(T. procumbens L.), Asteraceae, foi maior nas temperaturas de 25, 30 e 35
°C, atingindo valores superiores a 90%, sendo mais rapida a 30°C e mais
bem distribuida no tempo a 35°C. Nas temperaturas de 15, 20 ¢ 40 °C a
germinacao foi inferior a 6%, com perda de até 80% na viabilidade das

sementes a 40 °C (Guimaraes et al., 2000).

Ensaio 2

Pelos resultados da Figura 1, referente ao IVG das sementes de
Hyptis marrubioides coletadas nos diferentes estadios fisiologicos e
armazenadas por diferentes periodos, observa-se que houve diferengas na
qualidade ao longo do armazenamento. Sementes coletadas com
coloracdo verde (coleta 1), antes do armazenamento (época zero), nao
diferiram quanto ao IVG das demais, no entanto houve reducao acentuada
j& nos primeiros meses de armazenamento, demonstrando que sementes
coletadas neste estddio provavelmente ainda ndo tinham atingido
totalmente a maturidade. J4 as sementes coletadas no estaddio marrom-
claro (coleta 2) apresentaram pequeno incremento no IVG nos primeiros
meses de armazenamento, e a partir dos 7,7 meses, constatou-se queda de
IVG.

Guimardes et al. (2004) verificaram que quando sujeitas as

variagdes de temperatura, ambiente e umidade relativa do ar no
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armazenamento, as sementes de erva-de-touro (Tridax procumbens L.),
Asteraceae, sofrem grande reducdo de viabilidade no periodo de um ano.
Por outro lado, sementes coletadas no estadio marrom escuro
(coleta 3) apresentaram incremento do IVG ao longo do armazenamento,
provavelmente devido a superacdo da dorméncia, demonstrando que este
tipo de semente pode ser armazenada sem acarretar redugdo no tempo de

germinacao.

80

60

50

IVG (%)

0 3 6 9 12 15 18

Armazenamento (meses)

®Sementes coloragédo verde Y=28,1624 -3,8036X + 0,1653X2 R2=92,01% *
MSementes coloragdo marron claro Y= 24,9446 +3,0816X - 0,2002X2 R2= 53,59 *

ASementes coloragdo marron escuro Y= 29,4384 -1,3084X + 0,1910X2 R2=99,60% *

Figura 1: Indice de velocidade de germinagio (IVG) de sementes de Hyptis,
em fun¢do do estadio de colheita e periodo armazenamento (0, 6, 12 e 18
meses). UFLA, Lavras-MG, 2006.

Oliveira et al. (2003), objetivando avaliar a influéncia do periodo

de armazenamento na precocidade de germinagdo de sementes de
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mangaba (Hancornia speciosa Gomes), Apocynaceae, verificaram que os
melhores resultados, tanto para porcentagem de germinacdo como para
IVG, ocorreram no tempo de armazenamento de 0 dia (82% e 0,293).
Quanto a porcentagem de germinacao (Figura 2), verifica-se que
os resultados foram semelhantes aos resultados do IVG. As sementes
coletadas com coloragdo verde (coleta 1) apresentaram reducao acentuada
j& nos primeiros meses, enquanto sementes coletadas no segundo estadio
mantiveram a germinagdo até proximo de seis meses, com reducdo a
partir deste periodo. J4 as sementes que foram coletadas mais maduras
(coleta 3) apresentaram os melhores resultados tanto no inicio como ao
longo do armazenamento, permanecendo ainda com aproximadamente

70% de germinagdo apds 18 meses.
100

90

80 A

70

60

50

40

Germinagéo (%)

0 T T T T T )
0 3 6 9 12 15 18

Armazenamento (meses)

& Sementes verdes Y= 65,7305 -9,0330 X + 0,3599X2 R2=91,93 *
W Sementes coloragdo marron claro Y=57,1576 + 3,1094X - 0,2935 X2 R2= 96,95 *

A Sementes coloragdo marron escuro Y= 93,7794 - 5,3928 X + 0,2047 X2 R2=72,21%
*

Figura 2: Germinagdo de sementes de Hyptis, em fungio do estadio de colheita ¢
periodo armazenamento (0, 6, 12 e 18 meses). UFLA, Lavras-MG, 2006.
*Significativo ao nivel de 5% pelo teste de F. Dados transformados para
Arcoseno VX.
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Cabral et al. (2003) n3o encontraram diferenca significativa
quanto ao tempo de armazenamento (60, 90 e 120 dias) em relagdo a
porcentagem de germinacdo das sementes de caraibeira (Tabebuia aurea
Manso D.C.), Bignoniaceae, as quais mantiveram a viabilidade por até

120 dias, com altos percentuais de germinacao, variando de 88 a 97%.

CONCLUSAO

-A luz ndo influencia na porcentagem e na velocidade de
germinagdo das sementes de Hyptis marrubioides recém coletadas;

-As temperaturas de 30°C e alternada de 20-30°C sdao favoraveis
para germinagdo de sementes de Hyptis marrubioides;

-Sementes de Hyptis marrubioides coletadas na coloragdo marrom
escuro mantém a qualidade por um maior periodo de tempo de

armazenamento.
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Crescimento, producao e composicao quimica do 6leo
essencial em horteld-do-campo (Hyptis marrubioides Epl.) em
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RESUMO: Com o objetivo de avaliar o nivel de irradiancia sobre o
crescimento, o teor e a composicdo do Oleo essencial de hortela-
do-campo, foi implantado o presente trabalho, avaliando-se 3
niveis de irradiancia: 20, 60 e 100% de luz natural. O experimento
foi implantado no delineamento inteiramente casualizado, com
vinte e cinco plantas por tratamento. Apés 132 dias de cultivo
foram analisados a area foliar, o comprimento da parte aérea, o

nimero de ramos na altura do colo e o acumulo de fitomassa de

folhas e ramos, a relacdo ramos/folhas, além do teor e da
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composicao do Oleo essencial. Constatou-se que em pleno sol as
plantas apresentaram menor altura, se comparado aos
tratamentos sombreados. A relacdo ramo/folha foi maior em
menor nivel de irradiancia. O namero de ramos e o acumulo de
fitomassa foram maiores no maior nivel de irradiancia. O teor de
Oleo essencial demonstrou ser insensivel a irradiancia. Quanto ao
rendimento de 6leo essencial, este foi maximizado em 100% de
irradiancia. A composi¢cdo quimica do Oleo essencial de H.
marrubioides demonstrou ser insensivel ao nivel de irradiancia,

exceto para o iso-3-tujanol e 3-cadineno.

Palavras-chave: Hyptis marrubioides, planta medicinal, 6leo

essencial.
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Growth, production and chemical composition of the essential
oil in hortela-do-campo (Hyptis marrubioides Epl.) in function of

the irradiance level

ABSTRACT: This work aims to evaluate the level of irradiance
under the growth, content and composition of the essential oil of
“hortelda do campo”. Three levels of irradiance were evaluated: 20,
60 and 100%. A completely randomized design was used with
twenty-five plants per treatment. Leaf area, length of aerial part,
number of branches in the high of the stem base and biomass
accumulation of leaves and branches, leaves/branches ratio,
besides the content and composition of the essential oil, were
evaluated 132 days after cultivation. Plants in full sun showed to
be smaller compared to shaded treatments. The leaf/branch ratio
was higher in the lowest level of irradiance. The content of
essential oil showed to be insensible to irradiance. The income of
the essential oil was maximized in 100% of irradiance. The

chemical composition of the essential oil of H. marrubioides was
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insensible to the level of irradiance, except for iso-3-tujanol and 6 -

cadineno.

KEY WORDS: Hyptis marrubioides, medicinal plant, essential oil.
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INTRODUCAO

O género Hyptis jacqg (Lamiaceae) inclui cerca de 300
espécies, de ampla ocorréncia na América tropical (Willis, 1973;
Harley, 1988). Este género apresenta uma grande importancia
como fonte de costituintes bioativos, possuindo importantes efeitos
biolégicos, como atividades antimicrobianas, citotoxicas e
inseticidas (Kuhnt, et al., 1995).

A luz influencia diretamente 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas, causando alteracbes
morfofisiologicas em plantas cultivadas sob diferentes niveis de
luz, e tem demonstrado influenciar indiretamente o teor e a
composicdo dos metabdlitos especiais. A radiagdo, dentre outros
fatores, desempenha um papel relevante no controle dos
processos associados ao acumulo de fitomassa e € um dos
fatores responséaveis pela producdo vegetal (Vilela e Ravetta,
2000; Valio, 2001).

Varios trabalhos tém sido realizados com diferentes
espécies medicinais com a finalidade de determinar a condi¢édo de

luz satisfatoria para maximizar o rendimento de 6leo essencial. O
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tomilho (Thymus vulgaris L.), Lamiaceae, por exemplo, cultivado
em diferentes niveis de irradiancia, ocorreu em maior nivel, menor
altura, brotos eretos com mais perfilhos, ramos e folhas mais
grossos, maior area foliar, além de fitomassa seca da parte aérea
e raizes. Por outro lado, plantas cultivadas em menor intensidade
de luz tiveram um tipo de crescimento prostrado, com folhas
menos espessas, mais largas e coloracdo verde levemente palida
(Letchamo et al., 1994; Letchamo e Gosselin, 1995; Letchamo e
Gosselin, 1996).

Souza (1998) verificou que a producdo de fitomassa em
tanchagem (Plantago major L.), Plantaginaceae, apresentou efeito
significativo da irradiagdo. O acumulo de fitomassa seca e fresca
de folhas, o sistema radicular, a area foliar e a altura foram
influenciados pelo nivel de irradiancia, sendo mais expressivos em
maior nivel.

Ventrela e Ming (2000) verificaram, em erva-cidreira (Lippia
alba Brown et H.B.K.), Verbenaceae, maiores producdes de

fitomassa e teor de 6leo essencial em maiores irradiancias.
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O presente trabalho foi implantado com o objetivo de avaliar
0s niveis de irradiancia sobre o crescimento, a producdo e a

composicao quimica do 6leo essencial de H. marrubioides.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e condi¢fes de cultivo

O material vegetal utilizado foram plantas propagadas por
estaquia para evitar a variabilidade genética dentro da espécie,
coletadas no municipio de Tiradentes, MG. A exsicata esta
depositada no herbario da Universidade Federal de Lavras, sob o
codigo ESAL 13955.

O plantio das estacas foi realizado em setembro de 2003,
em potes plasticos contendo substrato plantmax®. As estacas ja
enraizadas, com aproximadamente 20 cm, foram transplantadas
no Horto de Plantas MedicinaissDAG/UFLA, em espacamento de
1x1 m. As plantas foram cultivadas por quatro meses, sob trés
tipos de ambiente, caracterizados pela disponibilidade de radiacéo
solar incidente, que foi controlada por meio de tela refletora
comercialmente denominada Aluminet® com especificacdo

comercial 80 e 40% de interceptacdo da radiagcdo solar. Em 0% de
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interceptacdo da radiacdo solar as plantas foram cultivadas a
pleno sol.

As condicbes climaticas foram obtidas na Estacéo
Climatologica do Departamento de Engenharia Agricola da UFLA,
locada a cerca de 200 metros do local de experimentacao, e estao

representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Valores mensais de temperatura maxima e minima e
média de temperaturas diérias, precipitacdo e umidade relativa do
ar durante o periodo de realizacdo do experimento. UFLA, Lavras,
MG, 2006.

T° T° Média T°Minima Precipitacdo Umidade
Més Maxima (°C) (°C) (mm) relativa
(°C) (%)
Setembro/2003 28,31 20,48 14,87 13,7 64,20
Outubro/2003 28,63 21,61 16,13 64,9 62,35
Novembro/2003 28,19 21,75 12,25 154,5 73,30
Dezembro/2003 28,84 23,05 18,57 238,8 77,32
Janeiro/2004 28,24 22,01 17,67 190,5 75,52

Manejo pés-colheita

Apés a colheita, as folhas foram desidratadas em auséncia
de luz com auxilio de um desumidificador Arsec 160, durante sete
dias, a temperatura ambiente média maxima de 28,4 °C, média

minima de 15,9 °C e temperatura média de 22 °C. No momento da
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extracao do Oleo essencial as folhas foram submetidas & moagem

em moinho Marconi® Tipo Ili (MA 680) com peneira de 10 mesh.

Extracéo, teor e composi¢cao quimica do 6leo essencial
Amostras compostas de 50 g de fitomassa seca foram
submetidas a hidrodestilagdo em 500 mL de &gua destilada em
aparelho de Clevenger modificado. O hidrolato coletado foi
extraido com diclorometano, na propor¢do de ¥ do total obtido,
dividido em trés vezes. Como dessecante, foi adicionado sulfato
de magnésio anidro durante 24 horas. ApOGs esse periodo a
solucdo foi filtrada e levada ao evaporador rotatorio. Apos
evaporacdo do solvente a temperatura de 35 °C, o material foi
transferido para um frasco de vidro envolvido com papel aluminio,
gue foi deixado em capela em temperatura ambiente para
evaporagdo do diclorometano até peso constante, determinando-

se o teor de 6leo essencial.

A partir do acumulo de fitomassa seca de folhas e do teor
de Oleo essencial, calculou-se o rendimento médio de 6leo

essencial por planta.
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As andlises quimicas foram realizadas em um aparelho de
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro quadrupolar
de massas (CG-EM), Shimadzu QP5050A (Kyoto, Japédo), nas
seguintes condi¢cdes operacionais: coluna capilar de silica fundida,
modelo CBP-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro
interno x 0,25 pm de espessura do fiime em 5% de
fenilmetilpolisiloxano) (Shimadzu, Japdo), com fluxo de 1 ml.min™*
de Hélio como gas de arraste; aquecimento com temperatura
programada (60°C com um gradiente de 3°C.min™* até 240°C e,
em seguida, com um gradiente de 10°C.min™* até 270°C,
mantendo-se uma isoterma de 7 min, com um tempo total de
corrida de 70 min). A energia de ionizacdo do detector foi de 70 e
V, sendo o volume de injecdo da amostra de 0,5 ul diluidas em
diclorometano (grau ultra-residuo, Baker, EUA) e uma razdo de
injecdo de 1:20. As temperaturas do injetor e do detector foram
mantidas em 220 °C e 240 °C, respectivamente. A andlise foi
conduzida no modo varredura, a uma velocidade de 1,0
varredura.s™®, com um intervalo de massas de 40-400 m/z. A

analise quantitativa foi obtida pela integracdo do cromatograma
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total de ions (TIC). A identificacdo dos constituintes foi realizada
por comparacgdo, automatica e manual, dos espectros de massas
com os das bibliotecas NIST/EPA/NHI (1998), por comparacéo
dos espectros de massas e indices de Retencdo (IR) com os da
literatura (Adams, 2001) e co-injecdo com padrdes auténticos. Os
indices de Retencdo foram calculados através da co-injecdo com
uma mistura de hidrocarbonetos, Cg—Cs3, (Sigma, EUA), e com

aplicacéo da equacao de Van Den Dool e Kratz (1963).

Andlises de crescimento

Foram avaliadas as caracteristicas de area foliar,;
comprimento da parte aérea (m), medido com régua desde o colo
até o apice do ramo; numero de ramos na altura do colo; acumulo
de fitomassa seca de folhas (g) e ramos (g) e relacéo ramos/folha.
Para a area foliar, foram retiradas folhas do 5° par (do apice para a
base) de cinco plantas por tratamento. Foi utilizado o método da

fotocopia.
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Delineamento experimental
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com 25 repeticBes por tratamento (analises de crescimento) e 4

repeticdes (analises do 6leo essencial).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 estdo apresentados o0s resultados de éarea
foliar, altura, numero de ramos, fitomassa seca de folhas,
fitomassa seca de ramos, relacdo ramo/folha, teor e rendimento
de 6elo essencial de H. marrubioides.

Verifica-se que em 20% de irradiancia a area foliar mostrou-
se 59% a mais do que em pleno sol. Este aumento é devido a
necessidade da planta realizar maior captacdo dos raios solares
em ambientes menos irradiados.

Plantas de H. marrubioides apresentaram menor altura
guando cultivadas em maior nivel de irradiancia (100%), devido ao
maior investimento fotossintético da planta na producéo de ramos.
Os niveis de 20 e 60% de irradiancia ndo diferiram entre si. Silva

et al. (2006) verificaram, em carqueja [Baccharis trimera (Less)
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DC], Asteraceae, cultivada nos niveis de irradiancia 100, 60, 50 e
20%, reducdes significativas na altura das plantas a medida que
aumentaram os niveis de irradiancia.

Maiores numeros de ramos foram verificados em pleno sol,
comparado aos tratamentos sombreados. Letchamo e Gosselin
(1996), trabalhando com tomilho (T. vulgaris L.), Lamiaceae,
encontraram maior niamero de brotos em plantas cultivadas sob
maior nivel de irradiancia.

O didmetro do caule foi menor no ambiente com menor
irradiancia (20%). Segundo Naves (1993), o diametro do caule
pode ser um bom indicador da capacidade assimilatoria liquida da
planta. Resultados semelhantes foram encontrados por Auken e
Bush (1990) para Baccharis neglecta Britt, Asteraceae. Castro,
Alvarenga e Gomide (1996), trabalhando com calabura (Muntingia
calabura L.), Muntingiaceae, observaram que quanto maior o nivel
de irradiancia, maior o diametro das plantas.

Maiores acumulos de fitomassa seca de folhas e ramos
ocorreram em 100% de irradiancia, seguidos por 60 e 20%,

respectivamente. A relacdo ramo/folha foi maior em menor
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disponibilidade de luz (20%), comparada a 60 e 100%. Isto reflete
um maior investimento em area foliar para suprir a menor
disponibilidade de luz em niveis mais sombreados. Ao contrario,
em maior disponibilidade de luz, com menor area foliar, as plantas
acumularam maior fitomassa em ramos.

Auken e Bush (1990), estudando B. neglecta, verificaram
gue conforme se elevou o nivel de irradiancia, houve aumento
gnificativo do nimero de folhas e da producéo de fitomasa aérea,
radicular e total. J& Scalon e Alvarenga (1993), pesquisando pau-
pereira (Platycyamus regnelli Benth), Fabaceae, verificaram que o
cultivo de plantas submetidas a diferentes niveis de irradiancia
ndo afetou o diametro do caule, a fitomassa seca, a area foliar e a
altura, embora tenha havido uma ligeira tendéncia de maior
crescimento naquelas que se encontravam sombreadas.

Em tanchagem (P. major), o acumulo de fitomassa de folhas
e a altura das plantas foram maiores em niveis mais elevados de
irradiancia (Souza, 1998).

No presente trabalho, o teor de 6leo essencial ndo diferiu

entre os niveis de irradiancia. Em erva-cidreira (L. alba) foram
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constatados maiores acumulos de fitomassa e teor de Oleo
essencial em niveis mais elevados de irradiancia, 30 a 100%
(Ventrela e Ming, 2000).

Plantas de sambacaita [Hyptis pectinata (L.) Poit.],
manjericdo (Ocimum basilicum L.), alecrim (Rosmarinus officinalis
L.) e salvia (Salvia officinalis L.), pertencentes a familia
Lamiaceae, cultivadas em diferentes niveis de irradiancia,
apresentaram acumulos mais elevados de fitomassa seca de
folhas e acucares soluveis quando cultivadas em maiores niveis
(Castrillo et al., 2005).

Com relagéo ao rendimento do 6leo essencial, a luz exerceu
influéncia, sendo maior em nivel de irradidncia mais elevado
(100%).

Na Tabela 3 sdo apresentados o0s resultados da
composicao quimica do 6leo essencial de H. marrubioides.

Constatou-se que 0 componente majoritario do Oleo
essencial de H. marrubioides, independentemente da irradiancia,
foi o monoterpeno oxigenado cis-tujona (31,87%), seguido pelos

hidrocarbonetos sesquiterpénicos (E)-cariofileno (14,93%), o-
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copaeno (11,03%) e o-muuroleno (9,60%). Entre o0s
sesquiterpenos oxigenados ndo houve diferencas.

Foi verificado que a luz ndo exerceu influéncia sobre a
composi¢ao quimica do 6leo essencial. Excecdo ocorreu para 0s
compostos iso-3-tujanol, com teores inferiores nas plantas
cultivadas a 100% de irradiancia, e para o composto 4-cadineno,
gue apresentou menores teores em plantas cultivadas a 60% de
irradiancia.

Peer, Briggs e Langenheim (1999), estudando erva boa
[Satureja douglasii (Benth.) Brig.], Lamiaceae, verificaram a
presenca de muitos monoterpenos em folhas e que estes
apresentaram diferencas em sua composicdo em decorréncia dos
niveis de irradiagdo, como, por exemplo, a isomentona.

Em tomilho (T. vulgaris) foi verificado que a composicao do
O0leo essencial foi afetada significativamente por niveis de
irradiagdo. Houve mudangas no conteudo de fendis e, em
particular, no conteddo de hidrocarbonetos monoterpénicos do

oleo essencial, devido as diferencas em intensidades luminosas.
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O maior nivel de timol foi obtido em maior intensidade luminosa

(Letchamo et al., 1994; Letchamo e Gosselin, 1995).

CONCLUSAO
- A luz influencia o crescimento das plantas de H. marrubioides.
Maior intensidade de luz proporciona maior nimero de ramos,
maior acumulo de fitomassa seca de folhas e ramos e menor

crescimento das plantas.

- O teor de 6leo essencial ndo foi afetado pelos niveis de
irradiancia e o rendimento do 6leo essencial foi maior em nivel

mais elevado.

- A composi¢ao quimica do 6leo essencial € insensivel a luz,

exceto para os componentes iso-3-tujanol e 3-cadineno.

AGRADECIMENTO

Ao CNPq pelo apoio financeiro, pelas bolsas de Iniciagao

Cientifica e de produtividade.

34



bTTabela 2: Crescimento de plantas de hortela-do-campo (Hyptis marrubioides) cultivados em diferentes niveis de irradiancia. U FLA, Lavras, MG. 2006

Irradidncia Medidas de crescimento

% n

(%) Area Altura N° de Diametro F.S. F.S. Relagéo Teorde Rendimento do éleo
foliar (m) ramos do colo folhas ramos ramo/folha Oleo essencial (g/planta)
(dm?) (cm) (@) (@) essencial

(%)

20 7,3 A 1,75 A 2,0B 1,7 B 60 C 70C 13A 0,33 A 0,2B

60 6,2 A 1,76 A 29B 2,4 A 240 B 190 B 09B 0,36 A 0,8 AB

100 4,6 A 145 B 42 A 2,4A 350 A 310A 09B 0,40 A 14A

“Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

F. S. = Fitomassa seca



9¢

Tabela 3: Composi¢éo quimica (%) do 6leo essencial de plantas de hortela-do-campo (Hyptis marrubioides) cultivadas em diferentes niveis de

irradiancia. UFLA, Lavras, MG. 2006.

Irradianci Monoterpenos oxigenados
a (%) _ _ _ _ _ _ .
cis- trans-tujona cis- neo-3-tujanol terpinen-4-ol a-terpineol iS0-3- 1,8-cineol Total
tujon pinocanf tujanol
a ona
20 32,03 A 528 A 4,46 A 1,67 A 0,78 A 0,61A 0,63 A 0,24 A 45,7
A
60 32,11 A 548 A 4,63 A 1,72 A 0,85 A 0,77 A 0,60 A 0,32 A 46,5
A
100 31,19A 5,03A 3,90A 1,27 A 0,51 A 0,51 A 0,21 B 0,43 A 42,9
A
Hidrocarbonetos sesquiterpenos
(E)- o- G-muuroleno 8-cadineno a-humuleno B- c-selineno germacre Total
cariofileno copaen bourboneno no D
(o]
20 14,22 A 12,02 A 9,34 A 195A 122A 0,78 A 0,49 A 0,19 A 40,2
A
60 14,61 A 10,02 A 931A 167B 1,21A 0,89 A 0,29 A 0,27 A 38,3
A
100 15,97 A 11,05 A 10,17 A 1,96 A 131A 1,17 A 0,01 A 0,01 A 41,6
A
Sesquiterpenos oxigenados
epi-longipinanol eudesma-4(15),7-dien-1-B-ol oxido de cariofileno epoxi-alo- desconhecid Total
aloaromadendreno o}
20 6,49 A 2,82A 1,94 A 1,17 A 0,73 A 12,4
A
60 6,91 A 3,08 A 2,21A 1,46 A 0,80 A 13,7
A
100 6,12 A 2,88 A 2,24 A 162 A 0,97 A 12,9
A

“Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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ACUMULO DE FITOMASSA, TEOR FOLIAR DE
NUTRIENTES E RENDIMENTO DE OLEO ESSENCIAL DE
HORTELA-DO-CAMPO (Hyptis marrubioides EPL.)
CULTIVADA SOB DIFERENTES ADUBACOES ORGANICA E

QUIMICA

(Preparado de acordo com as normas do Periddico Bioscience Journal)

Juliana Fatima SALES' %, José Eduardo B. P. PINTO', Priscila Pereira
BOTRELI, Fabiano Guimaraes SILVA3, Ricardo Monteiro

CORREA', Janice Guedes de CARVALHO".

RESUMO
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de doses e fontes
de adubagdo em plantas de Hyptis marrubioides cultivadas em casa-
de-vegetacdo sobre o crescimento da planta, o teor foliar de nutrientes
e o rendimento do 6leo essencial. Os tratamentos foram 5 doses de
esterco de curral (0, 3, 6, 9 ¢ 12 kg.m™) ¢ 1 dose de adubo quimico

(0,333 g.dm™ uréia; 1,0 g.dm™ cloreto de K; 3,33 g.dm™ super fosfato

' UFLA/DAG - Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais. Cx Postal
37, CEP 37.200-000, Lavras — MG. Bolsista do CNPq.

? Universidade de Rio Verde (FESURV) - Faculdade de Ciéncias Biologicas. Fazenda
Fontes do Saber, Cx Postal 104, CEP 75.901-970. Rio Verde — GO. jfsales@fesurv.br
3 CEFET - Rod. Sul Goiana, km 01. C. Postal 66. CEP: 75.900-000. Rio Verde — GO.
4 UFLA/Departamento de Solos. Cx Postal 37, CEP 37.200-000, Lavras — MG.
Bolsista do CNPq.
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simples; 5,0 mg.dm'3 sulfato de Zinco; 1,0 rng.dm'3 acido borico) e o
controle foi constituido apenas pelo solo coletado em local de
populagdo nativa e expressiva de H. marrubioides. Estes tratamentos
foram combinados com auséncia e presenga de 1,8 tha” de calagem
(calcario dolomitico). Foi verificado que para obtencdo de um maior
rendimento de O6leo essencial, o solo utilizado no cultivo nao

dispensou a calagem e a adubagdo organica foi superior & quimica.

PALAVRAS-CHAVE: Hyptis marrubioides, Lamiaceae, Planta

medicinal.
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BIOMASS ACCUMULATION, LEAF NUTRIENTS CONTENT
AND ESSENTIAL OIL YIELD OF “HORTELA DO CAMPO”
(Hyptis marrubioides EPL.) CULTIVATED UNDER DIFFERENT

MANURE AND CHEMICAL FERTILIZER

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate doses and sources of
fertilizers in Hyptis marrubioides cultivated under greenhouse
conditions, in growth, chemical leaf composition and essential oil
yield. The treatments were: 5 doses of cattle manure (0, 3, 6, 9 and 12
kg.m?) and 1 dose of chemical fertilizer (0,333 g.dm™ urea; 1,0 g.dm™
K chloride; 3,33 g.dm™ simple super phosphate; 5,0 mg.dm™ Zinc
sulphate; 1,0 mg.dm™ boric acid) and the control was constituted only
by the soil collected in a site of native and expressive population of H.
marrubioides. These treatments were combined with and without 1,8
t.ha™! of limestone (dolomitic limestone). Was verified that to obtain a
higher yield of the essential oil, the soil used in cultivation did not
need the limestone application, and the organic fertilization was

superior to the chemical one.
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KEYWORDS: Hyptis marrubioides, Lamiaceae, medicinal plant.

INTRODUCAO

As Lamiaceae compreendem uma familia pertencente 8 Ordem
Tubiflorae (Lamiales), abrangendo cerca de 200 géneros e,
aproximadamente, 3.200 espécies, distribuidas em todo o mundo.
Menta ¢ o nome comum de aproximadamente 25 espécies perenes do
género Mentha, que se desenvolve melhor em regides de clima
temperado. O nome ¢ bem mais usado para se referir a algum membro
das Lamiaceae, freqiientemente chamado de ‘“familia das mentas”,
pelo fato de as plantas dessa familia serem caracterizadas por suas
folhagens aromaticas. Sao cultivadas como ervas, cujas folhas podem
ser secas ¢ usadas como flavorizantes, € seu 0leo essencial é usado
como aromatizante pelas industrias farmacéuticas em fragrancias, na
medicina e como condimento alimentar (Joly, 1983).

O género Hyptis apresenta uma grande diversidade
morfologica, principalmente na regido do Cerrado Brasileiro, com
cerca de 300 a 400 espécies (Harley, 1988). Suas plantas apresentam
um aroma caracteristico ¢ sao usadas no tratamento de infeccgoes
gastrointestinais, caimbras e dores e no tratamento de infecgdes de

pele (Corréa, 1931). Atualmente foram também verificados efeitos
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bioldégicos importantes no género Hyptis, como atividades
antimicrobianas e inseticidas (Kunbnt et al., 1995).

O contetdo e a composi¢do do 6leo essencial das plantas
aromaticas depende de diferentes fatores, tais como condi¢des de
cultivo, clima, origem geografica, tempo de colheita, uso de
fertilizantes e nutricdo mineral das plantas, que pode afetar a produgao
e a qualidade do 6leo. A adi¢ao de fertilizantes ¢ dependente do tipo
de solo e da sua fertilidade.

O alto rendimento de 6leo em tomilho (Thymus vulgaris L.),
Lamiaceae, foi alcangado com a fertilizacao, no entanto o teor do 6leo
essencial ndo foi influenciado por estes tratamentos (Shalaby & Razin,
1992).

Baranauskiene et al. (2003) pesquisando diferentes fertilizantes
em tomilho (T. vulgaris L.), Lamiaceae, verificaram aumento na
colheita, mas ndo foram encontradas diferen¢as no rendimento de 6leo
essencial.

Em menta (Mentha piperita L.), Lamiaceae, a adubagdo
nitrogenada aumentou significativamente a producdo de biomassa e do
oleo essencial (Mitchell & Farris, 1996).

Em estudo sobre o efeito do nitrogénio e do esterco de curral

sobre a produgdo de biomassa e 6leos essenciais em davana (Artemisia
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pallens L.), Asteraceae, verificou-se que o nitrogénio aumentou
significativamente a producdo de biomassa e do 6leo essencial. A
cultura respondeu positivamente a aplicagdo de esterco de curral (Rao
etal., 1997).

Em tomilho (T. vulgaris L.), Lamiaceae, a biomassa fresca e
seca de folhas, a concentragao de N, P, K, Ca e Mg em folhas e raizes,
¢ a concentracao total de oleo essencial em folhas aumentaram com
niveis de nutrientes mais elevados. a concentracao de trés constituintes
majoritarios do 6leo foi aumentada com o acréscimo da concentragao
dos nutrientes (Udagawa, 1995).

Em horteld (Mentha arvenis L.), Lamiaceae, em um
experimento em solucdo nutritiva, verificou-se que a auséncia de
macronutrientes como N, P, K e Ca reduziu significativamente a
producao de biomassa fresca da planta. Em relagcdo ao 6leo essencial,
as proporgdoes de varios constituintes do oleo foram totalmente
alteradas pelas condi¢des de nutricdo da planta, evidenciando que o
manejo de nutrientes pode ser utilizado para producao de 6leos com
diferentes proporcdes desses metabolitos (Maia, 1994).

Boyle & Craker (1991) em pesquisas com alecrim

(Rosmarinus officinalis L.), Lamiaceae, verificaram que o crescimento
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da planta e o teor de 6leo essencial foi significativamente superior em
plantas que receberam fertilizantes, comparadas a testemunha.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
adubagdo quimica com N, P, K e de doses de esterco de curral na
presenga e auséncia de calagem sobre o crescimento da planta, teor,
rendimento do 6leo essencial e sobre o teor foliar de nutrientes em

hortela-do-campo.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condigdes de cultivo

O material vegetal utilizado foram plantas propagadas por
estaquia para evitar a variabilidade genética dentro da espécie,
coletadas no municipio de Tiradentes, MG. A exsicata esta depositada
no herbario da Universidade Federal de Lavras, sob o codigo ESAL
13955.

O experimento foi implantado em vasos com capacidade de 10
L, mantidos em casa-de-vegetagdao no periodo de setembro de 2004 a
janeiro de 2005. O substrato utilizado foi o solo em local de
ocorréncia natural de Hyptis, coletado até uma profundidade de 30 cm.

A andlise quimica do solo se encontra na Tabela 1. O solo foi
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peneirado e a ele foram adicionadas 5 doses de esterco de curral (0, 3,
6, 9 ¢ 12 kg.m™), cuja analise quimica se encontra na Tabela 1, ¢ 1
dose de adubo quimico (0,333 g.dm3 uréia; 1,0 g.dm3 cloreto de K;
3,33 g.dm3 super fosfato simples; 5,0 mg.drn3 sulfato de Zinco; 1,0
mg.dm’ 4cido bérico). Os tratamentos foram combinados com
auséncia e presenca de 1,8 tha' de calagem (calcario dolomitico).
Apo6s a adig¢do do calcério, o solo foi mantido imido por um periodo
de 47 dias antes do plantio das mudas e antes de receber os
tratamentos, sendo umedecido todos os dias com 400 mL de dgua. O
controle foi constituido apenas por solo coletado em local de
populagédo nativa expressiva de H. marrubioides.

Apos 4 meses de cultivo, o experimento foi avaliado através
das caracteristicas de crescimento (fitomassa seca do sistema
radicular, ramos e folhas), composicdo quimica foliar, teor e

rendimento do 6leo essencial extraido de folhas.
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Tabela 1. Caracterizagdo quimica das amostras do solo e do esterco de
curral. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Amostras
Caracteristicas Esterco de
Solo
curral

pH em agua (1:2,5) 5,3 7,2
P Mehlich 1 (mg.dm™) 1,4 7544
P-remanescente (mg/L) 5,4 45,4
K Mehlich 1 (mg.dm™) 39 150
Ca (cmol..dm™) 0,8 6,9
Mg (cmol..dm™) 0,2 6,3
Al (cmol..dm™) 0,4 0,2
H" Al (cmol..dm™) 4,0 1,3
SB (cmol..dm™) 1,1 13,6
CTC efetiva - t (cmol..dm™) 1,5 13,8
CTC efetiva a pH 7,0- T

(cmol..dm™) 51 14,9
Saturagdo por Al — m (%) 27 1
Saturacgao por bases — V (%) 21,6 91,3
Matéria organica (dag.kg) 1,0 6,0
S (mg.dm™) 4,9 63,2
B (mg.dm™) 0,1 1,1
Cu (mg.dm™) 1,0 0,4
Fe (mg.dm™) 128.6 91,4
Mn (mg.dm™) 11,4 80,9
Zn (mg.dm™) 0,8 79,0

Extracédo do 6leo essencial

Amostras de 50 g de fitomassa foram submetidas a
hidrodestilacio em 500 mL de &gua destilada em aparelho de
Clevenger modificado. O hidrolato coletado foi extraido com
diclorometano, na propor¢do de Y do total obtido, dividido em trés
vezes. Como dessecante, foi adicionado sulfato de magnésio anidro

durante 24 horas. Apos esse periodo a solugdo foi filtrada e levada ao
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evaporador rotatorio. Apds evaporacao do solvente a temperatura de
35 °C, o material foi transferido para um frasco de vidro envolvido
com papel aluminio, que foi deixado em capela, em temperatura
ambiente, para evapora¢do do diclorometano até peso constante,

determinando-se o teor de Oleo essencial.

A partir do acimulo de fitomassa seca de folhas e do teor de
6leo essencial, calculou-se o rendimento médio de oleo essencial por
planta.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com 7
blocos, implantado em esquema fatorial 2x5+2, perfazendo 84

unidades experimentais.

RESULTADOS

Teores foliares de nitrogénio mais elevados foram constatados
na presenga de adubo quimico com ou sem calagem, seguidos pela
maior dose de adubo orgénico (12 kg.m™?) com ou sem calagem
(Tabela 3). Quanto ao fosforo, maiores teores ocorreram na presenca
de adubagdo quimica com ou sem calagem, ou 12 kg.m? de adubo
organico sem calcdrio na presenca de qualquer dose de esterco de

curral desde que calcério estivesse presente. Piores teores de fosforo
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ocorreram no controle ou apenas calcario. O teor foliar de potéssio
superior foi encontrado na presenca de adubo quimico ou apenas
calcario, seguido por 12 kg.m™ sem calagem. Teor superior de célcio
ocorreu na presenca de calagem com adubo quimico, seguido pelas
doses de 6 e 12 kg.m™ com calagem, adubo quimico sem calagem e
12 kg.m™ de adubo organico e, por ultimo, os demais tratamentos.

Os teores foliares de magnésio praticamente nao diferiram
entre si, apresentando resultado inferior apenas em auséncia de
calagem e adubo quimico. O enxofre ndo apresentou diferengas entre
os tratamentos.

Tabela 3: Efeito da adubacdo e calagem no teor de Nitrogénio (N), Fésforo

(P), Postassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg) e Enxofre (S) em plantas de
Hyptis marrubioides. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Calagem Adubo N P K Ca Mg S
Sem Sem adubo 1,25 ¢ 0,07 ¢ 0,87 ¢ 0,72 ¢ 0,28 a 0,08 a
Sem 3 kg.m'zorg. 1,38 ¢ 0,11b 1,03¢c | 0,84¢c | 0,27a | 0,15a
Sem 6 kg.m'zorg. 1,26 ¢ 0,11b 1,08¢c | 0,88¢c | 0,29a | 0,09a
Sem 9 kg.morg. 1,19¢ 0,10b 094c | 0,84c | 0,28a | 0,09a
Sem 12 kg.m'Qorg‘ 1,60 b 0,12 a 1,38 b 1,00b | 0,32a | 0,11 a
Sem Adubo Quimico 2,07 a 0,15a 1,75 a 1,07b | 0,17b | 0,13 a
Com Sem adubo 1,25 ¢ 0,08 ¢ 0,75¢ | 0,69c | 0,33a | 0,09a
Com 3 kg.m'zorg. 1,28 ¢ 0,09b 0,88a | 0,81c | 0,28a | 0,08a
Com 6 kg.m'zorg. 1,39 ¢ 0,11a 0,94 ¢ 0,86 ¢ 0,30 a 0,09 a
Com 9 kg.m'zorg. 1,36 ¢ 0,13a 1,02¢c | 0,95b | 0,28a | 0,09a
Com 12 kg.m'zorg. 1,68 b 0,13a 1,04 ¢ 1,08b | 0,34a | 0,11a
Com Adubo Quimico 1,90 a 0,12 a 1,20 ¢ 1,51a | 0,32a | 0,11a

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott a 5%.
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Os teores foliares de cobre e ferro ndo diferiram entre os
tratamentos. Quanto ao manganés, maiores teores foliares ocorreram
em plantas cultivadas na presenca de adubo quimico com ou sem
calagem, como ocorrido também para o Zinco; porém, este nao diferiu
de 12 kg.m™ de adubo organico com ou sem calagem. O teor foliar de
boro foi inferior na auséncia de adubag¢ao com ou sem calcario, ou 3
kg.m? de adubo organico sem calcario ¢ 3 ¢ 6 kg.m™ de adubo
organico com calcario (Tabela 4).

Tabela 4: Efeito da adubagao e calagem no teor Boro (B), Cobre (Cu),

Manganés (Mn), Zinco (Zn) e Ferro (Fe) em plantas de Hyptis
marrubioides. UFLA, Lavras, MG, 2006.
B

Calagem Adubo Cu Mn Zn Fe
Sem Sem adubo 26,47 b 5,17 a 51,03 b 2453 b 131,80 a
Sem 3 kg.morg. 27,17b 543a 51,43 b 26,60 b 136,53 a
Sem 6 kg.m'zorg. 32,77 a 337a 43,63 b 27,90 b 143,87 a
Sem 9 kg.m'2org. 3437 a 3,67a 38,27b 25,60 b 129,97 a
Sem 12 kg.m‘zorg. 32,57 a 4,13 a 4433 b 34,03 a 158,00 a
Sem Adubo Quimico 38,26 a 7,47 a 74,33 a 35,57 a 126,20 a
Com Sem adubo 20,50 b 8,10a 46,07 b 26,17b 155,63 a
Com 3 kg.m'Qorg. 22,33 b 6,93 a 52,87b 25,80 b 129,97 a
Com 6 kg.m'zorg. 27,40b 6,67 a 39,50b 28,73 b 149,23 a
Com 9 kg.m'2org. 3227 a 6,70 a 489 b 31,03 a 175,77 a
Com 12 kg,m'zorg. 40,93 a 6,03 a 37,07 b 36,03 a 169,17 a
Com Adubo Quimico 3327 a 447 a 89,93 a 33,53 a 178,73 a

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott a 5%.

Maiores acimulos de fitomassa seca de folhas foram obtidos

nas dosagens de 6, 9 ¢ 12 kg.m™, independentemente da presenca ou

auséncia de calagem. Adubacdao quimica ndo diferiu das dosagens de
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adubo organico descritas anteriormente, desde que calcario estivesse
presente. Na sua auséncia, adubo quimico ndo respondeu,
apresentando os menores acumulos de fitomassa, igualando-se ao

controle (Figura 1).

359 319a 3193a 0438 22 ° Legenda

= 30 28.36a | - Sem calagem + sem adubo
T‘_j’ ’ 2 - Sem calagem + 3 kg.m-2 adubo orgénico
£ 254 3 - Sem calagem + 6 kg.m-2 adubo orgénico
R=) 4 - Sem calagem + 9 kg.m-2 adubo organico
3 204 5 - Sem calagem + 12 kg.m-2 adubo organico
s 6 - Sem calagem + adubo quimico
3 154 7 - Com calagem + sem adubo
s 8 - Com calagem + 3 kg.m-2 adubo organico
@ 9 - Com calagem + 6 kg.m-2 adubo organico
g 10 10 - Com calagem + 9 kg.m-2 adubo orgéanico
-‘L:L' 11 - Com calagem + 12 kg.m-2 adubo organico
5+ 12 - Com calagem + adubo quimico
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tratamentos

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%.

Figura 1: Fitomassa seca de folhas (g) de Hyptis marrubioides em fun¢do da
calagem, adubacdo organica e quimica. UFLA, Lavras, MG. 2006.

Quanto ao acumulo de fitomassa seca do caule, qualquer dose
de adubo orgénico propiciou respostas positivas, independentemente
da presenca ou auséncia de calagem. Adubo quimico com ou sem
calagem, ou apenas calagem, ndo diferiu do controle, apresentando os
piores resultados (Figura 2)

Maiores acumulos de fitomassa seca de raiz ocorreram na

presenca de adubo orgénico sem calagem e nas duas maiores de adubo
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organico (9 e 12 kg.m™) na presenca de calagem (Figura 3). Plantas
cultivadas em solo com calcario apenas, 3 kg.m?, 6 kg.m?, adubo
quimico sem calagem, adubo quimico e controle ndo diferiram entre si

e apresentaram acumulos de fitomassa de raiz inferior aos demais.

47462 47,122

Legenda

1 - Sem calagem + sem adubo

2 - Sem calagem + 3 kg.m-2 adubo organico
3 - Sem calagem + 6 kg.m-2 adubo organico
4 - Sem calagem + 9 kg.m-2 adubo organico
5 - Sem calagem + 12 kg.m-2adubo organico
6 - Sem calagem + adubo quimico

7 - Com calagem + sem adubo

8 - Com calagem + 3 kg.m-2 adubo organico
9 - Com calagem + 6 kg.m-2 adubo organico
10 - Com calagem + 9 kg.m-2 adubo orgénico
11 - Com calagem + 12 kg.m-2 adubo orgénico
12 - Com calagem + adubo quimico

Fitomassa seca de caule (g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tratamentos

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%.

Figura 2: Fitomassa seca de caule (g) de Hyptis marrubioides em fun¢do da
calagem, adubacdo orgénica e quimica. UFLA, Lavras, MG. 2006.
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Fitomassa seca de raiz (g)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tratamentos

Legenda

1 - Sem calagem + sem adubo

2 - Sem calagem + 3 kg.m-2 adubo orgénico

3 - Sem calagem + 6 kg.m-2 adubo orgénico
4 - Sem calagem + 9 kg.m-2 adubo orgénico
5 - Sem calagem+ 12 t/ha adubo organico

6 - Sem calagem + adubo quimico

7 - Com calagem + sem adubo

8 - Com calagem + 3 kg.m-2 adubo organico
9 - Com calagem + 6 kg.m-2 adubo organico
10 - Com calagem + 9 kg.m2 adubo orgénico
11 - Com calagem + 12 kg.m-2 adubo organico
12 - Com calagem + adubo quimico

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%.

Figura 3: Fitomassa seca de raiz (g) de Hyptis marrubioides em fungdo
da calagem, adubacgdo orgénica e quimica. UFLA, Lavras, MG. 2006.

Foi constatada maior teor de oOleo essencial em plantas

cultivadas na ausécia de calcario com 6 kg.m™ de adubo orgénico,

com 9 ou 12 kg.m? de adubo organico na presenca de calcario e

também com calcario e adubo quimico (Figura 4).
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0,4+

0,35 Legenda
- Sem calagem + sem adubo

- Sem calagem + 3 kg.m2 adubo organico

- Sem calagem + 6 kg.m2 adubo orgénico

- Sem calagem + 9 kg.m2 adubo organico

- Sem calagem + 12 kg.m2 adubo organico

- Sem calagem + adubo quimico

- Com calagem + sem adubo

- Com calagem + 3 kg.m2 adubo organico
9 - Com calagem + 6 kg.m2 adubo organico
10 - Com calagem + 9 kg.m2 adubo organico
11 - Com calagem + 12 kg.m2 adubo organico
12 - Com calagem + adubo quimico

0,3
0,25

0,2

R EEY L

0,15+

Teor de 6leo essencial (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tratamentos

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%.

Figura 4: Teor de dleo essencial (%) de Hyptis marrubioides em fungéo
da calagem, adubacado organica e quimica. UFLA, Lavras, MG. 2006.

A maximizacao do rendimento do 6leo essencial aconteceu na
A . , . ) A .
auséncia de calcario nas doses de 3 e 6 kg.m™” de adubo organico e

também na presenca de calcario nas doses de 6, 9 ou 12 kg.m™ de

Legenda

1 - Semcalagem+ semadubo

2 - Semcalagem+ 3 kg m-2 adubo orgnico
3 - Semcalagem+ 6 kg m:2 adubo organico
4 - Semcalagem+ 9 kg m-2 adubo organico
5 - Semcalagem+ 12 kg.m-2 adubo organico
6 - Sem calagem + adubo quimico

7 - Comcalagem+ semadubo

8 - Comcalagem + 3 kgm-2 adubo orgénico
9 - Comcalagem+ 6 kg.m-2 adubo orgénico
10 - Com calagem+9 kg.m-2 adubo organico
11 - Comcalagem+ 12 kg.m-2 adubo organico
12 - Com calagem+ adubo quimico

Rendimento de dleo (g/planta)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tratamentos

As médias seguidas de mesma letra nfo diferementre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%

Figura 5: Rendimento de 6leo essencial (g/planta) de Hyptis marrubioides em
funcdo da calagem, adubagao organica e quimica. UFLA, Lavras, MG. 2006.
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adubo organico (Figura 5).

DISCUSSAO

A redugdo do pH do solo demonstrada na Tabela 2, quando se
adicionou adubo quimico, se deve, provavelmente, a acidez originada
na rea¢ao da uréia aplicada. No caso desta fonte de nitrogénio, sua
hidrélise resulta, inicialmente, numa elevagdo do pH localizado;
porém, tal aumento ¢ muito transitorio, pois o amonio produzido vai
gerar muita acidez (Furtini Neto et al., 2001; Souza et al., 2004).

A elevagao no teor de fosforo com o acréscimo de esterco de
curral (Tabela 2) j& era esperada, pois uma das maneiras de se
aumentar o teor de fosforo no solo € elevar o teor de matéria organica
(Souza et al., 2004). Além do mais, como demonstrado na Tabela 1, o
esterco de curral utilizado apresentava elevados teores de fosforo.

Na determinagdao da maximizacdo do rendimento de o6leo
essencial, avalia-se o acumulo de matéria seca do 6rgdo do qual se
extrai o 6leo essencial e o teor do mesmo. Neste sentido, grande parte
dos trabalhos com adubagdo tem mostrado que em solos mais
adubados, seja com organico ou quimico, tem se chegado em maiores
acimulos de fitomassa, como ocorrido para os membros da familia

Lamiaceae manjericdo (Ocimum basilicum), (Anwar et al., 2005;
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Blank et al., 2005; Singh, 2002); Mentha arvensis, M. villosa (Chaves,
1998), Mentha arvensis (Singh, 1998 ¢ Munsi, 1992), Mentha piperita
(Mitchell & Farris, 1996); Thymus vulgaris (Shalaby & Razin, 1992).
Quanto ao H. marrubioides no presente trabalho, de uma maneira
geral, também respondeu positivamente a solos mais adubados,
principalmente em solos que recebeu calcéario.

Com relagdo ao teor de oleo essencial, os resultados
encontrados na literatura sdo mais contraditérios. Um grupo de plantas
tem demonstrado responder a solos mais adubados com quimico ou
organico, elevando o teor de oOleo essencial, como ocorrido para
manjericdo (Ocimum basilicum) (Anwar et al., 2005), M. arvenis
(Munsi, 1992) e Mentha piperita (Mitchell & Farris, 1996). Outros se
comportam de maneira indiferente a aduba¢ao como ocorrido para T.
vulgaris (Shalaby & Razin, 1992). Resultados opostos foram
verificados para M. arvensis ¢ M. villosa, onde o teor de dleo essencial
reduziu progressivamente com o aumento das doses de esterco
(Chaves et al., 1998; Singh, 1988). No presente trabalho, apesar de a
adubacdo ter influenciado de maneira significativa o teor de Oleo
essencial, esta diferenga foi pequena. Por outro lado, as diferengas no
acimulo de fitomassa foram mais pronunciadas nos tratamentos com

adubo organico, comparado a adubagao quimica, o que determinou os
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maiores rendimentos de oleo essencial nas maiores adubagdes com

adubo organico em detrimento do quimico (Figura 5).
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Tabela 2. Caracterizagdo quimica das amostras do solo dos diferentes tratamentos de adubacdo, no final do
experimento, ou seja, 47 dias para reacdo do adubo e mais 120 dias de crescimento da cultura. UFLA, Lavras,

MG, 2006.
Amostras
Caracteristicas Com calagem . Sem calagem
Esterco de curra (kg.m™)
0 3 6 9 12 Quimico 0 3 6 9 12 Quimico

pH em agua (1:2,5) 5,5 54 5,6 5,6 6,2 4.8 5,1 4,7 5,2 5,3 54 43
P Mehlich 1 (mg.dm’3) 1,2 1,7 3,1 5,2 8,9 29,9 1,4 2,3 3,7 4,6 8,2 21,7
P-remanescente (mg/L) 8,0 9,9 9,7 11,5 14,7 11,5 8,0 9,1 10,5 11,2 12,9 9,7
K Mehlich 1 (mg.dm'3) 50 89 139 170 218 259 67 86 133 183 226 218
Ca (cmolc.dm'3) 1,8 2,0 2,5 3,4 3,8 3,1 0,8 1,3 2,0 2,5 3,8 2,6
Mg (cmolc.dm’3) 1,1 1,2 1,2 1,6 1,5 0,9 0,4 0,7 0,8 1,0 0,9 0,5
Al (cmolc.dm'3) 0,4 0,2 0,2 0,0 0,0 0,5 0,8 0,5 0,3 0,2 0,3 1,3
H" Al (cmolc.dm'3) 3,2 32 2,9 2,6 2,1 4,5 4,5 4,0 3,6 2,9 2,9 5,6
SB (cmolc.dm'3) 3 3,4 4,1 5,4 5,9 4,7 1,4 2,2 3,1 4,0 53 3,7
CTC efetiva - (cmolc.dm'3) 3,4 3,6 43 5,4 5,9 4,7 1,4 2,2 3,1 4,0 53 3,7
CTC efetiva a pH 7,0- (cmolc.dm'3) 6,2 6,6 7,0 8,0 8,0 9,2 5,9 6,2 6,7 6,9 8,2 9,3
Saturacao por Al — m (%) 12 6 5 0 0 10 37 18 9 5 5 26
Saturacao por bases — V (%) 48,6 51,7 583 67,6 73,6 50,9 23,3 35,7 46,6 57,8 64,5 39,5
Matéria organica (dag.kg) 3,8 33 3,1 4.1 4,1 34 2,5 3,7 3,8 3,8 43 3,6
S (mg.dm‘3) 3,7 5,8 12,8 12,3 11,3 7,5 10,8 12,3 11,8 8,9 16,0 2183
B (mg.dm'3) 0,4 0,4 0,3 0,4 0,5 0,8 0,6 0,3 0,1 0,3 0,3 0,6
Cu (mg.dm'3) 2,3 2,1 2,1 2,0 1,8 2,0 2,1 1,7 1,7 1,7 2,0 2,0
Fe (mg.dm'3) 659 634 545 429 361 401 518 354 407 347 352 397
Mn (mg.dm’3) 358 31,7 378 363 42.0 24,6 30,4 26,2 31,5 30,1 40,9 21,2
Zn (mg.dm‘3) 2,5 3,4 4.8 6,2 7,4 2,5 2,0 2,7 4,5 5,4 7,7 2,3




CONCLUSAO
De acordo com as condigdes experimentais empregadas € os
resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:
a) Adubagdo organica proporcionou maiores acumulos de
fitomassa seca de raiz, caule e folhas.
b) Calagem influenciou positivamente o teor de 6leo essencial.
¢) Adubagdo organica influenciou positivamente o rendimento de

oleo essencial.
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Abstract

The essential oils from stems and leaves (fresh or dried, and whole or
sliced) of Hyptis marrubioides collected from two localities of Brazilian Cerrado
were investigated by GC-MS. Caryophylla-4(14),8(15)-dien-53-0l, eudesma-
4(15),7-dien-1p-ol, caryophyllene oxide and (E)-caryophyllene were the
principal constituents. The results were submitted to Principal Component and
Cluster analysis which allowed three groups of essential oils to be distinguished
with respect to sampling from county and post-harvested process: cluster I (fresh
leaves and fresh or dried stems from Lavras county) with high percentage of
caryophylla-4(14),8(15)-dien-5B-0l (16.7%) and eudesma-4(15),7-dien-1p3-ol
(12.8%); cluster II (dried leaves and stems from Tiradentes county) with epi-
longipinanol (16.2%) rich oil, and cluster III (dried leaves from Lavras)
containing a high content of (E)-caryophyllene (17.4%) and oa-copaene (10.1%).
Canonical discriminant analysis showed that is possible to accurately predict
100% well-classification in the original clusters using (E)-caryophyllene, epi-
longipinanol and caryophylla-4(14),8(15)-dien-5p3-0l as predictor variables. The

whole or sliced plant materials resulted in similar chemical composition.
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Introduction

Hyptis Jacq. (Lamiaceae), with well over 300 species that mainly
occur in tropical America (Epling, 1949), exhibit a major morphological
diversity in Brazilian Cerrado region (Harley, 1988). Its species are quite
aromatic and are frequently reported in the treatment of gastrointestinal
infections, cramps, and pain, as well as in skin infections (Corréa, 1931)
and has been found to possess significant biological and pharmacological
activity, including tumorigenic (Saluja et al., 1981), mycotoxic,
phytotoxic (Pandey et al., 1982) and antifertility activities (Porter et al.,
1995), and anti-inflammatory, antibacterial, antisecretory (Kahnt et al.,
1995), and insecticidal properties (Araujo et al., 2003). As part of our
ongoing work on the characterisation of essential oils of aromatic plants
growing wild in Brazilian Cerrado (Azevedo et al., 2002), we now report
on the results obtained for the essential oil composition and variability of

H. marrubioides Epl., popularly known as “horteld do campo”, which
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have not been performed yet. For that purpose, sampling from two county
were chosen and essential oils from stems and leaves of representative
population samples of each county were analysed by GC-MS. To study
the chemical variability, the chemical constituents were submitted to
Principal Component, chemometric Cluster and Canonical Discriminant
Analysis in order to detect some pattern distribution of samples and to

identify which constituents can differentiate the groups of individuals.

Experimental

Plant material: H. marrubioides were collected in March 2003 at
the mature vegetative stage from their natural habitat; 20 randomised
individual plants at the same age representing the local population were
collected as homogenous samples from each locality: (A) Lavras (21° 14’
S/44° 59° W), at an altitude of 919 m; (B) Tiradentes (21° 6" S/44° 10’
W), 927 m. Voucher specimens of each sample are deposited in the
Herbarium of the Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais State,
Brazil, code numbers, ESAL 13955 (Lavras) and 15188 (Tiradentes).
Stems and leaves, fresh or dried by dehumidification in Arsec 160

apparatus for 3 days at 30°C until constant weight, and whole or sliced (5
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cm) materials (0.25 kg) from each population were submitted to steam
distillation (2 h). At the end of each distillation, the oils were collected by
extracting the aqueous solution with CH,Cl, (3 x 30 ml), drying the
dichloromethane fractions with anhydrous Na,SOs and removing the
solvent in a rotavapor under reduced pressure at 40°C. The oils were
transferred into glass flasks filled to the top and kept at a temperature of

—18°C until used.

Analysis of essential oils: Oil samples analysis were performed on a
Varian gas chromatograph (FID) equipped with a DB-5 (J&W) fused
silica capillary column, 30 m x 0.25 mm, 0.25 pum film thickness,
temperature programmed as follows: 60°C to 240°C at 3°C/min, then to
280°C at 10°C/min, ending with a 10 min at 280°C. The carrier gas was
nitrogen at a flow at 1.0 mL/min; injector port and detector temperature
were 220°C and 240°C, respectively. Samples were injected by splitting
and the split ratio 1:20.

GC-MS analysis was performed on Shimadzu QP5050A instrument
employing the following conditions: column CBP-5 (Shimadzu) fused

silica capillary column (30 m long x 0.25 mm id. x 0.25 pum film
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thickness composed of 5% phenylmethylpolysiloxane) connected to a
quadrupole detector operating in EI mode at 70 eV with scan mass range
of 40-400 m/z at a sampling rate of 1.0 scan/s; carrier gas: He (1 ml/min);
injector and interface temperatures were 220 °C and 240 °C, respectively,
with a split ratio of 1:20. Injection volume was 0.2 pl (20% in CH,Cl,) in
split mode and temperature programmed as above. Individual components
were identified by comparing their retention indexes made through co-
injection with a Cg-Cs; n-alkanes series (van Den Dool & Kratz, 1963),
mass spectra with those of the literature (Adams, 2001) and a
computerised MS-data base using NIST libraries (NIST, 1998). Major
compounds were also identified by C-NMR recorded on a Varian
Gemini spectrometer operating at 75 MHz using C¢Ds as internal
reference. The identification was performed by analysis of the *C-NMR
spectrum of the total oil, by comparing the signals obtained with those of

the literature (Kubeczka & Formacek, 2002).

Chemical variability: Principal Component Analysis (PCA) was

applied to examine the interrelationships between populations and its

chemical constituents using SPAD.N software package (Lebart et al.,
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1994). Cluster Analysis was also applied to the study of similarity of
samples on the basis of constituent distribution. Nearest neighbour
complete linkage technique by Benzécri algorithm (Benzécri, 1980) was
used as an index of similarity and hierarchical clustering was performed
according to the Ward’'s variance minimising method (Ward, 1963).
Canonical Discriminant Analysis using SAS DISCRIM procedure (SAS,
1996) was used to differentiate between clusters and treatments (post-
harvested process) on the basis of oil composition. The predictive ability
of linear discriminant functions was evaluated by cross-validated
implemented in SAS. P-values less than 0.05 were considered to be

significant.

Results and Discussion

The essential oils of H. marrubioides collected from the two different
county gave an average yield of 0.27%. In total, 26 compounds were
identified, accounting for 96—99% of the volatile constituents (Table 1).
Oxygenated sesquiterpenes were the main group of constituents in most
of populations (52.9-93.2%). Nevertheless, important differences in the

amounts of the major constituents were found, mainly of caryophyllene

69



oxide (5.8-15.4%) and caryophylla-4(14),8(15)-dien-5p-o0l (7.9-19.0%)
as principal constituents of whole dried Lavras stems, while eudesma-
4(15),7-dien-1B-ol (7.4-15.3%) had the highest percentage in whole fresh
Lavras stems; (E)-caryophyllene (1.2-18.7%) and epi-longipinanol
(0.1-20.1%) as the major components of sliced dried Lavras leaves and
whole dried Tiradentes stems, respectively. All these findings may be
correlated with factors, such as plant part distilled (Mallavarapu et al.,
1997), genetic information (Figueiredo et al., 1997) or improved defence
against microbial or insect attack (Langenheim, 1994), e.g. deterrancy of
the leaf-tying lepidopteran (Steoma ferrocanella) by Central Brazilian
Cerrado species Hymenaea stigonocarpa was positively associated with
the level of (E)-caryophyllene or y-muurolene in the leaf resins of
different populations (Langenheim & Hall, 1983). Results obtained from
Cluster Analysis and PCA showed the existence of a highly chemical
variability within the essential oil H. marrubioides. Figure 1 shows the
relative position of the individuals in the discriminant space in relation to
an axial system originated in the PCA. The oxygenated sesquiterpenes
group is located in left side with minimal differences among most

individuals. The strong negative correlation between oxygenated
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sesquiterpenes and sesquiterpene hydrocarbons is clear. First PC
separates oxygenated monoterpenes (mean content, 4.4%) and
sesquiterpene hydrocarbons (37.7%) of mainly dried leaves regardless of
the county, from oxygenated sesquiterpene samples (86.8%; fresh leaves,
and fresh or dried stems), and the Second PC distinguishes the sampling
county (Lavras and Tiradentes). Therefore, three main types of essential
oils were found: cluster I (fresh leaves and fresh or dried stems from
Lavras county), characterised by a high percentage of caryophylla-
4(14),8(15)-dien-5p-0l (16.7%) (P<0.003) and eudesma-4(15),7-dien-1§-
ol (12.9%) (P<0.049); cluster II (dried leaves and stems from Tiradentes
county) with epi-longipinanol (16.2%) (P<0.001) as principal constituent,
and cluster III (dried leaves from Lavras county) containing a high
content of (E)-caryophyllene (17.4%) (P<0.01) and a-copaene (10.1%)
(P<0.02). Investigation of the influence of post-harvested processing in
oil content showed that whole or sliced plant materials resulted in similar
chemical composition. There were no significant differences in the
component composition between the various oil samples. Canonical
discriminant analysis has been performed to help predict clusters, based

on the values of the determinate quantitative variables. It is often applied
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when there is more interest in differences between groups than between
individuals (Afifi & Clark, 1996). The samples were used to develop a
model to discriminate among the three levels of proposed clusters as a
priori groupings using three predictor variables, (E)-caryophyllene, epi-
longipinanol and caryophylla-4(14),8(15)-dien-5B-ol. The results show
that the first discriminant function (F1) accounts for ca. 79% of the total
variability, and using the two discriminant functions, it is possible to
accurately predict 100% well-classification in the original clusters by
cross-validation approach (Table 2). This involves a number of slightly
reduced modifications to the parent data set, estimating parameters from
each of these modified data sets, and then calculating the precision of the
predictions by each of the resulting models (Wold & Esriksson, 1995).
Cluster II (Tiradentes county) shows a very high negative correspondence
with F1 because of negative marked correlation of epi-longipinanol
variable. The cluster III (Lavras county) is more related with second
canonical discriminant function (F2), where the contribution of the
variable (E)-caryophyllene is more evident than caryophylla-4(14),8(15)-

dien-5B-ol. The variability presented in this paper corresponds well with
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the previously results from polymorphism in others Hyptis species

(Wulff, 1973 e Van Hac et al., 1996).
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Figure 1. Principal Component scatter of H. marrubioides constituents and
samples collected from Lavras (shaded) and Tiradentes county (unshaded
symbols) to which cluster it belongs: I (@), II () and III (#).*Axes refer to
scores from oil constituents as numbers (see Table 1), with major discriminant
components represented as vectors from origin. ®Axes refer to scores from the

samples.
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Table 1. Composition of the essential oils in percentage (%) of two populations of Hyptis marrubioides from Brazilian Cerrado. UFLA,

Lavras, MG, 2006.

% in populations

Lavras county

Tiradentes county

Leaves Stems Leaves Stems
Oil components Fresh Dried Fresh Dried Dried Dried
RI Whole Sliced Whole Sliced Whole Whole Sliced Whole Sliced  Whole Sliced
1 cis-thujone 1107 - t 1.2 0.4 - t - 0.8 t t -
2 trans-thujone 1117 - t 1.8 1.0 - t - t t t -
3 1-terpineol 1135 - t 2.2 1.4 - t - t t t t
4 cis-pinocanfone 1174 - - 1.0 1.0 - - - 0.7 t - -
5 o-terpineol 1191 t 0.2 1.5 1.0 - t - 0.6 0.3 t t
6 eugenol 1357 - t 1.6 0.8 - t t t 0.3 t 0.5
7 o-copaene 1380 0.6 2.7 10.0 10.2 t t t 8.8 10.5 29 1.1
8 B-bourbonene 1387 - t 0.8 0.8 - - - 0.9 0.9 t t
9 (E)-caryophyllene 1425 3.0 7.5 16.0 18.7 1.2 1.9 2.4 13.1 14.2 7.3 5.7
10 o-humulene 1456 t 0.3 1.6 1.5 t t t 1.1 1.9 0.8 t
11 germacrene D 1485 t 1.3 5.2 2.9 - t 0.6 5.9 7.5 3.0 2.5
12 §-cadinene 1526 5.3 6.8 4.2 53 3.8 3 42 44 4.6 42 4.0
13 italicene epoxide 1552 8.8 7.5 39 4.9 9.1 5 5.4 3.8 3.2 4.5 4.8
14 epi-longipinanol 1562 1.3 24 2.7 1.8 0.1 3.0 5.8 17.0 13.6 20.1 142
15 trans-sesquisabinene hydrate 1578 2.5 2.2 2.0 1.8 2.1 3.0 2.1 1.4 1.0 1.3 1.8
16 caryophyllene oxide 1585 7.7 8.0 10.9 10.5 5.8 16 15.4 8.4 7.9 9.0 12.1
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17 B-copaen-4o-ol 1591 2.1 0.7 0.6 0.7 0.6 3.0 2.8 t 1.1 1.1 1.2
18 guaiol 1601 6.2 5.4 2.8 32 6.3 6.0 5.6 2.7 2.7 34 3.8
19 caryophylla-4(14),8(15)-dien-5a.-ol 1637 43 3.8 33 2.4 4.9 5.0 4.8 22 2.8 29 4.1
20 caryophylla-4(14),8(15)-dien-5p3-ol 1642 16.4 14.0 9.8 10.9 16.5 19.0 17.5 8.9 7.9 11.2 13.7
21 a-muurolol 1648 5.5 5.2 1.9 2.7 7.2 5.0 5.3 1.8 2.4 2.7 4.1
22 a-eudesmol 1654 5.2 4.7 22 2.5 6.6 5.0 4.6 t t 0.8 1.8
23 selin-11-en-4-a-ol 1658 39 3.6 0.9 1.0 4.5 3.0 33 2.4 33 2.3 43
24 unknown 1661 3.8 29 1.8 1.9 4.8 3.0 2.8 0.4 0.9 1.5 24
25 14-hydroxy-9-epi-(E)-caryophyllene 1673 6.6 4.7 2.8 2.6 8.2 7.0 5.2 2.3 2.1 4.1 4.3
26 eudesma-4(15),7-dien-1pB-ol 1689 12.8 12.8 7.4 7.9 15.3 11.0 12.5 10.0 8.8 14.2 13.2
Oxygenated monoterpenes - 0.3 9.3 5.6 - 0.1 - 2.1 0.7 0.1 0.5
Sesquiterpene hydrocarbons 8.9 18.5 37.8 393 5.1 5.7 7.2 34.1 39.6 18.1 13.3

87.1 77.9 52.9 54.7 92.0 93.2 92.7 61.5 57.7 78.9 85.5

Oxygenated sesquiterpenes

RI = Retention Indices; - = not detected; t = trace (<0.05%)

unknown, m/z(rel. int.): 220 [M'] (3), 205 (5), 202 (14), 187 (25), 177 (6), 173 (7), 159 (31), 145 (30), 131 (53), 119 (33), 105 (57), 91 (70), 79 (52), 69
(30), 55 (48), 43 (55), 41 (100).
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TTable 2. Canonical discriminant analysis summary of Hyptis marrubioides. UFLA, Lavras, MG, 2006.

A. canonical discriminate Eigenvalue Relative Canonical Wilks F DI P-value
functions percentage lambda lambda

F1 14,376 78,8 0,967 0,013 15,299  6;12 0,0001
F2 3,866 21,2 0,891 0,206 13,531 2;7 0,0039

B. Standardized coefficients

(E)-Caryophyllene

Epi- Longipinanol

Caryophylla-4(14),8(15)-dien-583-o0l

F1
F2

0,324 -0,916
1,546 -0,020

0,750
0,726

C. Cross-validation

Percentage of total well-classification

(E)-Caryophyllene  Epi-lonipinanol

Caryophylla-4(14),8(15)-dien-5B3-ol

100,0 100,0

100,0

Number of samples = 11; discriminant variables: (E)-caryophyllene, epi-longipinanol, and caryophylla-4(14),8(15)-dien-53-ol.






