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RESUMO

Melissa officinalis L. (Lamiaceae) é uma planta medicinal aroméatica com alto potencial
econémico para as industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos, devido sua vasta
aplicabilidade. O constituinte citral presente no seu 6leo essencial e o acido rosmarinico
presente no extrato de suas folhas destacam-se nessa espécie, por suas atividades biologicas.
Todavia, as condi¢des de cultivo podem afetar a qualidade e quantidade do produto final
dessa espécie. Assim, foram realizados trés experimentos para avaliar o efeito de diferentes
niveis de dgua magnetizada, elicitores e reguladores de crescimento na producdo de matéria
seca e nas caracteristicas quantitativa e qualitativa do 6leo essencial de Melissa officinalis L.
Para avaliar o efeito da &gua magnetizada, utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x4, com dois tipos de agua (magnetizada e ndo
magnetizada) e quatro niveis de irrigacéo 25, 75, 100 e 125% de evapotranspiracdo da cultura
(ETc) e 4 repeticbes. Para avaliar o efeito dos reguladores de crescimento, utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial com um tratamento adicional
(3x3 + 1), com 4 repeticdes, sendo trés niveis de reguladores de crescimento ANA (&cido
naftaleno acético), BAP (benzilaminopurina), GAs (&cido giberélico), e quatro niveis de
concentragdes (0, 25, 50 e 100 mg L), mais o tratamento adicional (4gua destilada + Tween
80). Para avaliar o efeito dos elicitores metil jasmonato (MJ), &cido salicilico (AS) e quitosana
(QT), utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com diferentes concentracfes de
MJ (0, 0,5, 2 e 8mM), AS (0, 0,25, 0,5e 1,0 mM) e QT (0, 2, 4 e 6 g L™). Os experimentos
com agua magnetizada e elicitores foram os que mais afetaram significativamente o acimulo
de matéria seca, os pigmentos fotossintéticos, o teor de fenadis totais e as proteinas sollveis, e
o rendimento e a concentracdo dos constituintes citral (neral + geranial) e citronelal do éleo
essencial. No experimento com os reguladores de crescimento, 0 BAP e 0 GA3z foram 0s que
mais favoreceram essas variaveis comparados ao ANA, sendo apenas inferior ao tratamento
controle. Dessa forma, a aplicacdo das técnicas de irrigagdo com agua magnetizada e
pulverizacdo via foliar de elicitores sdo favoraveis na producdo agricola de M. officinalis.

Palavras-chave: Erva cidreira. Irrigacdo magnetizada. Indutores de resisténcia em plantas.



ABSTRACT

Melissa officinalis L. (Lamiaceae) is an aromatic medicinal plant with high economic
potential for the pharmaceutical, food and cosmetics industries, due to its wide applicability.
The citral constituent present in its essential oil and the rosmarinic acid present in the extract
of its leaves stand out in this species, for their biological activities. However, cultivation
conditions can affect the quality and quantity of the final product of this species. Thus, three
experiments were carried out to evaluate the effect of different levels of magnetized water,
elicitors and growth regulators on the production of dry matter and on the quantitative and
qualitative characteristics of the essential oil of Melissa officinalis L. To evaluate the effect of
magnetized water, used a completely randomized design, in a 2 x 4 factorial scheme, with two
types of water (magnetized and non-magnetized) and four levels of irrigation 25, 75, 100 and
125% of crop evapotranspiration (ETc) and 4 repetitions. To evaluate the effect of growth
regulators, a completely randomized design was used, in a factorial scheme with an additional
treatment (3x3 + 1), with 4 repetitions, with three levels of growth regulators ANA
(naphthalene acetic acid), BAP ( benzylaminopurine), GA3 (gibberellic acid), and four levels
of concentrations (0, 25, 50 and 100 mg L-1), plus additional treatment (distilled water +
Tween 80). To evaluate the effect of the elicitors methyl jasmonate (MJ), salicylic acid (AS)
and chitosan (QT), a completely randomized design with different concentrations of MJ (0,
0.5, 2 and 8 mM), AS (0, 0.25, 0.5 and 1.0 mM) and QT (0, 2, 4 and 6 g L ™). The
experiments with magnetized water and elicitors were the ones that most significantly
affected the accumulation of dry matter, photosynthetic pigments, the content of total phenols
and soluble proteins, and the yield and concentration of the citral (neral + geranial) and
citronellal constituents of the essential oil. In the experiment with growth regulators, BAP and
GA:z were the ones that most favored these variables compared to ANA, being only inferior to
the control treatment. Thus, the application of irrigation techniques with magnetized water
and leaf spraying of elicitors are favorable in the agricultural production of M. officinalis.

Keywords: Lemon balm. magnetized irrigation. Inductors of plant resistance.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A espécie aromatica Melissa officinalis L. (Lamiaceae) possui ha composicdo quimica
do seu Oleo essencial, o componente citral (neral + geranial), cujo valor econémico é de
grande interesse para as industrias do ramo alimenticio, farmacéutico e cosméticos
(KREMER et al., 2019; CHIEN et al., 2019; LONG et al., 2019). Conforme Kremer et al.
(2019), o citral € um composto natural com aroma de limao que tem o potencial de reduzir os
niveis de estresse oxidativos e citocinas pro-inflamatérias causadas pela exposicédo a luz solar.

Além do dleo essencial, o polifenol acido rosmarinico é outro constituinte extraido das
folhas dessa espécie, o qual possui efeitos terapéuticos significativos na salde humana,
principalmente como sedativo e antioxidante (MAGALHAES et al., 2018; SWIDER;
STARTEK; WIJAYA, 2019; ALICE et al., 2019).

No Brasil, o rendimento médio de 6leo essencial de M. officinalis varia de 0,43 e 4,63
L ha!, com teor de 0,5 a 0,48%, valores esses considerados baixos quando comparado com a
espécie Cymbopogon citratus, fato este que eleva seu preco mercadoldgico (BIASI et al.,
2009; PINTO et al., 2014). A érea para cultivo comercial de M officinalis em algumas
localidades da europa é de cerca de 40 hectare (MASAN; KOPTA, 2016), sendo seu cultivo
mais favoravel em solos de textura média, rico em matéria organica e em lugares parcialmente
sombreados, ndo tolerando temperaturas altas, geadas e vento frio (LORENZI; MATOS,
2008).

Pesquisas relacionadas a técnicas agronémicas que visam o aumento da producdo de
matéria seca foliar e de 6leo essencial de plantas medicinais tém crescido muito nas Gltimas
décadas (NEMETH-ZAMBORINE et al., 2017; YADEGARI, 2017). Dentre essas técnicas
tém-se as relacionadas aos niveis de irrigacdo, aplicacdo foliar de elicitores e reguladores
vegetais (MEIRA et al., 2013; NEMETH-ZAMBORINE et al., 2017; PIRBALOUTI et al.,
2019).

A irrigacdo realizada com &gua tratada magneticamente pode ser uma ferramenta
facilitadora no processo de irrigagdo, por afetar o fendbmeno de troca idnica, alterando suas
propriedades fisico-quimicas e consequentemente seu grau de pureza (LOPES et al., 2007;
WANG; WEI; LI, 2018). Estudos recentes, afirmam que o efeito da magnetizacdo na agua
aumenta a permanéncia da umidade do solo e facilita a sua absorcdo pela cultura, além de

reduzir o disperdicio de agua pela cultura (WANG et al., 2020). De acordo com Zarrinabadi et
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al. (2019), a técnica de irrigacdo no cultivo de plantas medicinais pode compensar os efeitos
danosos da escassez hidrica, além de influenciar no desenvolvimento e rendimento de
metabdlitos secundarios.

Outra técnica de producdo agricola que influencia os metabolitos secundarios € a
aplicacdo de elicitores, como o acido salicilico, quitosana e o metil jasmonato (AN et al.,
2020; PIRBALOUTI et al., 2019; VANDA; SHABANI; RAZAVIZADEH, 2019) e os
reguladores de crescimento como o 6-benzilaminopurina (BAP), acido a-naftaleno acetico
(ANA) e giberelina (GA3) que podem também proporcionar efeitos como a resisténcia contra
0 ataque de insetos-pragas a aumento na concentracdo de um determinado metabolito
secundarios de interesse, como os Oleos essenciais (MOHEBALIPOUR et al., 2012;
STORCK et al., 2013).

Para plantas medicinais, a determinacdo de técnicas de manejo que possam assegurar a
producdo de metabolitos secundarios em quantidade e com qualidade é fundamental no
processo de cultivo de uma cultura (AMER; ABDALLAH; NORELDIN, 2019). Diante do
exposto, objetivou-se avaliar a producdo de matéria seca e as caracteristicas quantitativa e
qualitativa do 6leo essencial de Melissa officinalis L. submetida a diferentes niveis de agua

magnetizada, elicitores e reguladores de crescimento.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Caracteristicas da Melissa officinalis L.: aspectos botanicos, agronémicos e
terapéuticos

A Melissa officinalis L. é uma planta medicinal, aromética e condimentar, originaria
da Europa e da Asia, pertencente a familia Lamiaceae e conhecida popularmente como
cidreira, planta cidreira, cidreira-verdadeira, melissa, cidrilha, melitéia, cha-da-franca,
limonete, citronela-menor, melissa romana, planta-luisa, salva-do-Brasil, cha-de-tabuleiro
(LORENZI; MATOS, 2008).

No Brasil, as especies Lippia alba (Verbenaceae) e Cymbopogon citratus (Poaceae)
também sdo conhecidas como planta-cidreira, porém somente a Melissa officinalis L. (Figura
1) é considerada Erva-cidreira verdadeira ou “oficial”, distinguindo-se das demais plantas por
ser uma planta perene, com caules ramificados desde a base, eretos ou com ramos
ascendentes, de 30-60 cm de altura, possui folhas membranaceas, verde-escura na parte

superior e verde-clara na parte inferior, rugosas, de 3-6 cm de comprimento, sendo suas flores
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de cor creme, dispostas em racemos axilares, e ndo florescendo no Brasil (LORENZI,
MATOQOS, 2008; FERRO; OLIVEIRA; JORGE, 1996).

Essa é uma planta de clima temperado a subtropical, desenvolve-se bem em ambientes
parcialmente sombreados, com plasticidade fenotipica sob condi¢es de baixa luminosidade,
néo tolerando temperaturas altas, geadas e vento frio. Seu cultivo deve ser em solo de textura
média, rico em nutrientes e matéria organica, ndo muito aerada. A adubacdo e correcao
nutricional podem ser realizadas com esterco de animal curtido, himus ou matéria organica
(LORENZI; MATOS, 2002; BRANT et al., 2011; SODRE, et al., 2013).

Figura 1- Melissa officinalis L.

Fonte: Do autor (2018).

A sua propagacdo pode ser por sementes, divisdo de touceiras ou por estaquia de
ramos novos. Nas condic¢Bes climéaticas do Brasil a espécie ndo produz sementes, sendo a
germinacio dessas favorecidas em temperaturas abaixo de 30 °C (POVOA; MONTEIRO,
2009), ja o plantio das mudas em ambiente protegido e no campo pode ser realizado tanto no
verdo quanto no inverno, sendo que em épocas com temperaturas mais elevadas como no
verdo, o ambiente protegido favorece a producdo de matéria seca, rendimento do 6leo e teor
de citral, j& condi¢cBes amenas favorecem a concentracao de neral, geranial e citronelal (LUZ
etal., 2014).
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Apos o plantio, a colheita dessa espécie pode ser feita aos 90 dias no verdo a 120 dias
no inverno, sendo o corte recomendado a 10 cm acima do solo para garantir a sua capacidade
de rebrota, podendo o mesmo ser realizado trés vezes ao ano. Além disso, devem-se coletar as
folhas no horario da manha para reduzir as perdas de 6leos voléateis (LORENZI; MATOS,
2008; MEIRA; MANGANOTTI; MARTINS, 2011; LUZ et al.,, 2014). Na condicdo
subtropical umida, no periodo de 150 dias em média, a espécie tem maior producéo de folhas,
decaindo com o aumento de tempo de cultivo. Ja o processo de secagem deve ser realizado
em temperatura de até 45 °C, evitando a claridade, pois esta pode provocar oxidacdo das
folhas (YUKIZAKI et al., 2008; AOYAMA; INDRIUNAS; FURLAN, 2011).

A M. officinalis por constituir muitos componentes quimicos ativos como 06leos
essenciais, taninos e flavonoides sdo utilizados para fins terapéuticos no tratamento de
distarbios do sono, gastrointestinais e no auxilio do tratamento contra o virus de herpes labial,
sendo as folhas e flores a parte utilizada. Tanto o extrato quanto o dleo essencial apresentam
atividades biolégicas como antioxidantes e antivirais (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES,
2017; MORADPOUR; GHORAN; ASGHARI, 2017).

Estudos recentes mostraram que essa espécie € utilizada no tratamento complementar
das desordens do sistema nervoso central, atuando como antitumoral, antiestresse,
antiansiolitico, antidepressivo, doencas cardiovasculares, melhoria da memoria e
concentracdo, além dos efeitos antiinflamatérios (MIRAJ; AZIZI; KIANI, 2016; DIMITRIS
et al., 2020). As propriedades antioxidante e consequentemente neuroprotetoras de M.
officinalis podem ser atribuidas aos constituintes quimicos derivados de acidos fendlicos,
como o acido caféico, acido clorogénico e principalmente, ao acido rosmarinico, os quais
agem na inibicdo da replicacdo do DNA e RNA viral (MOURA et al., 2017; AHMAD et al.,
2018).

De acordo com as pesquisas de Chien et al. (2019), os constituintes citral, geranial ¢ -
cariofileno presentes nos extratos das folhas de M. officinalis quando combinados a técnicas
de pressurizagdo mostraram-se significativamente eficazes na inativacdo de Escherichia coli
no processamento de carne moida, demonstrando o forte potencial antimicrobiano dessa
espéecie. Na medicina alternativa, a espécie ¢ usada em compressas para inchacos, dores de
cabeca, cdlicas menstruais e intestinais, doencas respiratorias, enjoo, pressédo alta, tratamento
de doencas de pele, sendo utilizada principalmente na forma de chd, banho, massagem e
inalacdo (GONCALVES et al., 2017).
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2.2 Biossintese e composicao volatil de Melissa officinalis L.

Oleos essenciais, também conhecidos como 6leos volateis sdo definidos pela entidade
de padronizagdo internacional (1ISO 9235:2013), como o produto obtido de flores, folhas,
caules, sementes, cascas e outras partes do vegetal, extraidos por destilagdo a vapor, por
processos mecanicos do epicarpo de frutos citricos ou por destilacdo seca. Esses 6leos séo
liquidos a temperatura ambiente, constituido por substancias volateis, lipofilicas, com baixo
peso molecular, constituidos na maioria das vezes, por moléculas de natureza terpénica, e com
aroma agradavel e intenso na maioria dos 6leos essenciais (MORAIS, 2009; TAHERPOUR et
al., 2017). A composi¢do quimica dos Oleos essenciais é formada por diversas moléculas
organicas, em geral varia de 20 a 200 componentes, sendo denominados de acordo com sua
concentracdo de constituintes majoritarios (20 a 95%), constituintes secundarios (de 1 a 20%)
e constituintes-traco (abaixo de 1%) (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017).

Dentre as substdncias da constituicdo quimica dos 6leos esséncias tém-se, 0s
hidrocarbonetos terpénicos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, dentre outros,
sendo constituida basicamente por fenilpropandides ou terpendides. De forma geral, os 6leos
essenciais sdo constituidos majoritariamente por terpenos ou seus derivados. Nas plantas
medicinais, as classes terpénicas encontradas com maior frequéncia nos 6leos essenciais séo
0s monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C) e com menor frequéncia os diterpenos (20C)
(FELIPE; BICAS, 2016; HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017).

A biossintese dos 6leos essenciais, e de outros metabdlitos secundarios no geral, esta
condicionada aos processos fotossintéticos por meio das reacdes quimicas do metabolismo da
glicose, via dois intermediarios principais: 0 acido chiquimico e o acetato. Os terpenos sdo
sintetizados a partir da acetil-CoA, via rota do 4cido mevalbnico, ou via rota do metileritritol
fosfato (MEP), considerando que essas duas rotas ocorrem em organelas diferentes da célula
vegetal, sendo elas o citoplasma e o cloroplasto, respectivamente. Por sua vez oS
fenilpropanoides e fendis sdo formados pela via biosintética do é&cido chiquimico
(HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017; TAIZ et al., 2017).

Ecologicamente, os 6leos volateis exercem a fungdo de protecdo da planta contra
herbivoros, defesa contra patdgenos, atracao de polinizadores, contra perda de agua/ aumento
de temperatura, protecdo contra estresse oxidativo, sinalizacdo entre Orgaos vegetativos
distintos e efeito alelopatico (SOUSA; SERRA, DE MELO, 2012). No ramo industrial, 0s

Oleos essenciais de plantas aromaéticas tém sido largamente utilizados em industrias de
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perfume, farmacéuticas, alimenticias como aditivos seguros para a manutencdo da
estabilidade microbiologica de alimentos e aromatizacdo em substituicdo aos derivados de
petréleo. Essa utilizacdo se da em virtude das suas atividades biologicas, tais como
antioxidante, antimicrobiana, antifingica e antinociceptiva (JACOB et al., 2017; CHIEN et
al., 2019).

A obtencdo desses Oleos é realizada por varios métodos de extragdo, como
hidrodestilacdo, extracdo por solventes organicos, destilacdo a vapor, extracdo por fluido
supercritico, enfloracdo, prensagem a frio, dentre outros, considerando que a escolha do
método depende da espécie e das caracteristicas agregadas ao produto final, uma vez que a
composicao do 6leo pode variar significativamente com o método (SILVEIRA et al., 2012).

Dentre esses métodos, as técnicas que envolvem a destilacdo sdo mais usuais para a
obtencéo do 6leo, sendo o termo hidrodestilacdo antes empregado para os seguintes métodos:
hidrodestilacdo com &gua, hidrodestilagdo com &gua e vapor e hidrodestilacdo por vapor,
sendo esses baseados na separacdo dos componentes em funcdo da diferenca da pressao de
vapor, todavia, considera-se atualmente, hidrodestilacdo, para o método com a utilizacdo de
agua, e destilacdo por arraste a vapor para extragdes utilizando agua e vapor ou apenas vapor
(BIASI; DESCHAMPS, 2009).

Todavia, a obtencdo dos Gleos esséncias por essas técnicas de destilacdo apresentam
algumas limitagdes, como: degradacdo térmica de componentes termolabeis em temperaturas
altas, assim como reag6es de hidrolise, hidratacdo e solubilizagdo de alguns componentes na
agua, esses métodos ndo sdo recomendados quando se pretende avaliar as atividades
bioldgicas/ farmacoldgicas do 6leo volatil, a hidrodestilacdo associada a técnicas modernas
como o emprego do aparelho de clevenger é mais usual em escala laboratorial em relacéo a
outros métodos (HEINZMANN; SPITZER; SIMOES, 2017). As caracteristicas quimicas dos
Oleos essenciais sdao comumente analisadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), sendo analisadas as regides de pico para a definicdo dos
seus constituintes (BOTREL et al., 2009).

O oleo essencial de M. officinalis esta presente nos tricomas glandulares das folhas
apresentando componentes, tais como geranial, geraniol, neral, citronelal, cariofileno, linalol,
citral (neral + geranial) e limoneno, onde alguns sdo considerados principios ativos para a
producdo de medicamentos e cosméticos (LORENZI; MATOS, 2008; MEIRA,
MANGANOTTI; MARTINS, 2011; MIRAJ; AZIZI; KIANI, 2016).
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Na maioria dos estudos, os monoterpenos geranial, neral e citronelal (Figura 2) séo
encontrados no 6leo essencial de M. officinalis como componentes majoritarios, obtidos
principalmente das suas folhas (LUZ et al., 2014). E possivel ressaltar que os monoterpenos e
sesquiterpenos sdo altamente volateis por possuirem estruturas terpénicas de menor massa
molecular de forma ciclica e aciclica, sendo utilizados por suas caracteristicas organolépticas
marcantes na aromatizacdo de produtos naturais (FELIPE; BICAS, 2016). Em geral, ha
sempre um componente que predomina na composi¢do do 6leo, porém nem sempre sdo 0sS
componentes responsaveis pelas propriedades bioldgicas que estes demonstram, sendo as
diferengas encontradas no rendimento e composi¢do do dleo diretamente relacionado com a
sua qualidade (ACEVEDO; NAVARRO; MONTERO, 2013).

Figura 2- Possivel rota biossintética para citral (geranial + neral) e citronelal.

Ejif/ﬁHOH EjjT/CHO
|

geraniol geranial
Tl \\\\\\ e
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s,
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Fonte: Adaptado de Akhila (1985) e Ganjewala et al. (2012) para Cymbopogon spp.

O método mais eficiente para a extracdo de oOleo essencial de M. officinalis € por
hidrodestilacdo (ABDELLATIF; HASSANI, 2015). Os teores e a composi¢do quimica dos
constituintes volateis presentes no 6leo essencial dependem de varios fatores, como épocas,
sistemas de cultivo, adubacdes, condicGes climaticas, época de corte, idade da planta, tempo
de extracdo, dentre outros fatores (MEIRA et al., 2013; ABDELLATIF; HASSANI, 2015;
PIRBALOUTI et al., 2019).


https://www-sciencedirect.ez1.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1878818119300520?via%3Dihub#!
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2.3 Irrigagdo com 4gua magnetizada

A irrigacdo é uma técnica que tem por objetivo fornecer de maneira artificial &gua ao
solo em quantidades apropriadas para suprir as necessidades hidricas da cultura, sendo sua
quantidade baseada no suprimento da evapotranspiracdo da cultura em condic@es de irrigacédo
total ou suplementar (DASTRANJ; SEPASKHAH, 2019). Além do fornecimento hidrico,
essa técnica pode atender outras finalidades secundarias, como na lixiviacdo do excesso de
sais no solo, na fertilizacdo, na protecdo das plantas contra geadas, no resfriamento do solo e
das plantas e na germinacdo de sementes (MERAJIPOOR et al., 2020).

Segundo Mantovani et al. (2013), a produtividade de uma planta esta relacionada com
0 uso eficiente que esta faz ao ter contato com a agua, a qual é refletida na forma de
evapotranspiracdo, sendo essa eficiéncia também dependente da espécie. Um dos parametros
agrometeorologicos fundamentais para o planejamento do manejo de irrigacdo € a
evapotranspiracdo de uma cultura (ETc), a qual corresponde a quantidade de agua que devera
ser aplicada artificialmente, sendo seu valor obtido por meio da evapotranspiracdo de
referéncia (ETo) e do coeficiente de cultivo (Kc), o qual varia com as caracteristicas de cada
cultura (XIANG et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2017).

Em plantas medicinais, o sistema de irrigacdo tem uma relacdo direta com 0s
processos fisiol6gicos da producdo vegetal, o qual influencia na qualidade e quantidade de
metabdlitos secundarios. Aleman e Marques (2016) trabalhando com niveis de irrigacdo em
plantas de Calendula officinalis observaram que o maior fornecimento de dgua para a espécie
promoveu maior producdo de flavondides e 6leo essencial. Da mesma forma, Meira et al.
(2013) observaram que a submissdo de M. officinalis L. em diferentes niveis de &gua afetou o
crescimento e a producdo de fitomassa da espécie, sendo a maior producdo e teor de Gleo
essencial obtidos na menor disponibilidade hidrica.

O volume de &gua a ser aplicado no solo dependendo das caracteristicas desse é
determinante no comportamento produtivo do vegetal. Nos estudos de Abdi, Shokrpour e
Salami (2019) com Mentha x piperita L. constatou-se que a menor disponibilidade de agua
reduziu a porcentagem de 0Oleo essencial e mudou o perfil de éleo, ressaltando-se aumentos
relativos de sesquiterpenos com o estresse hidrico.

Essas mudancas estruturais e fisioldgica do vegetal frente a diferentes disponibilidades
hidricas correspondem aos mecanismos adaptativos que as plantas desenvolvem para

minimizar a perda de agua, causada naturalmente pelo processo fotossintético e de
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transpiracdo, evitando assim a desitratacdo celular e o compromemtimento de sua
sobrevivéncia (KARKANIS; BILALIS; EFTHIMIADOU, 2011). Algumas espécies como M.
officinalis apds serem submetidas a minimas condices hidricas por mais de uma semana,
apresentam recuperacdo total nas suas caracteristicas morfologicas e fisioldgicas apos a
reidratacdo, aumentando inclusive o rendimento dos componentes ativos do seu Oleo
(NEMETH-ZAMBORINE et al., 2017).

De acordo com Meira et al. (2013), M. officinalis € uma espécie que na fase inicial de
crescimento possui maior plasticidade fenotipica, a qual ndo é afetada pela variagdo de
disponibilidade hidrica, todavia na sua fase adulta, por volta dos dois meses de cultivo essa
variavel afeta as caracteristicas de crescimento e producao da espécie.

Agua é considerada como um liquido altamente estruturado e dindmico, capaz de
formar diferentes tipos de aglomerados denominados clusters, por meio das suas ligacdes de
hidrogénio intermoleculares (TRIPATHY; MAHAWAR; CHANDRAKUMAR, 2020). Esses
aglomerados ao serem expostos a campos magnéticos alteram suas propriedades por meio da
dissociacdo das moléculas de dgua que formam clusters menores, diminuindo assim a tensao
superficial da &gua por meio da quebra das pontes de hidrogénios, o que facilita sua absor¢éo
pelas células do vegetal e na redistribuicdo de cargas espaciais nas micelas coloidais do solo
(PANG, 2006).

Conforme o estudo de Tripathy, Mahawar e Chandrakumar (2020), quanto maior o
cluster maior é a energia interativa das moléculas de agua, sendo sua estrutura e frequéncia
vibracional influenciada também pelo local de confinamento, onde a separacdo de carga
intramolecular para cada molécula de dgua aumenta sob tubulacdo com diametro menor. A
irrigacdo realizada com &gua tratada magneticamente melhora a eficiéncia de uso pelas
plantas por meio das alteracBes causadas na condutividade elétrica, dissolucéo total de sélidos
e dos niveis de salinidade na solucéo do solo (SURENDRAN; SANDEEP; JOSEPH, 2016).

De acordo com os estudos de LIU et al. (2019), os efeitos da agua tratada
magneticamente afetam positivamente a taxa fotossintética liquida, condutancia estomatica,
concentracdo intercelular de COz e eficiéncia no uso da &gua, além de promover maior
desenvolvimento radicular e capacidade de absor¢do dos nutrientes do solo. Estudos
demonstram que a utilizagdo dessa técnica de irrigacdo também facilita na eficiéncia da
fertilizacdo nitrogenada, possibilitando a reducdo da adubag@o nitrogenada sem afetar a
qualidade produtiva da espécie, além de proporcionar um maior retorno econdmico
(MAHMOUD et al., 2019; MERAJIPOOR et al., 2019).
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Selim et al. (2019) observaram que abaixo de 50% da capacidade de campo, plantas
irrigadas com agua magnetizada sdo capazes de aumentar o didmetro do metaxilema dos seus
vasos condutores e seu teor de prolina, 0 que garantem maior ajuste osmotico das células
pelas plantas quando submetidas a estresse hidrico, refletindo dessa forma em um maior
crescimento e producdo da cultura quando comparada com plantas irrigadas com &gua sem
tratamento magnético. A preservacdo da funcionabilidade do aparato fotossintético e maior
assimilacdo da taxa de carbono em muitas espécies sdo fatores que elevam a importancia da
utilizacdo dessa técnica de irrigacdo (ZHANG et al., 2019).

Outras vantagens da utilizacdo dessa tecnologia no sistema de irrigacdo é a economia
de agua desperdicada no solo, uma vez que as plantas utilizam com eficiéncia esse recurso
natural, outra questdo € que o método ndo necessita de energia elétrica e produtos quimicos
para melhorar a qualidade da &gua, o que é feito essencialmente pelo campo magnético do
imd (RADHAKRISHNAN, 2019; LOPES et al., 2007; AGEEB et al., 2018). Com a ac¢éo do
campo magnético na dgua os metabolitos primario e secundario, as atividades enzimaticas, a
absorcéo de nutrientes e a agua sdo reprogramados, estimulando o crescimento e o rendimento
das plantas em condicdes adversas, por meio da reducdo do estresse oxidativo nas plantas
(RADHAKRISHNAN, 2019).

Mostafa et al. (2016) ao trabalharem com diferentes niveis de dgua magnetizada na
producdo vegetal, concluiram que os efeitos do campo magnético favoreceram o crescimento
vegetativo da planta e a absorcéo de nutrientes como nitrogénio (N), fosforo (P), potéssio (K),
calcio (Ca) e magnésio (Mg). Da mesma forma, Kadhim (2019) observou que plantas

submetidas a &gua magnetizada aumentam sua capacidade de absorcdo de nitrogénio no solo.

2.4  Reguladores de crescimento vegetal

Os reguladores vegetais diferem dos fitohérmonios, por serem substancias sintetizadas
em laboratorios, sendo utilizados como ferramenta tecnoldgica no ramo agricola com o
objetivo de aumentar a produtividade e reduzir custos de producdo de uma cultura (JENA et
al., 2020; TAJ et al., 2019). Eles podem ser aplicados no meio de crescimento do vegetal ou
em suas partes vegetativas como folhas, frutos ou sementes, os quais dependendo da
concentracdo, intensidade e do tipo do regulador induzirdo diferente processos metabolicos e
estruturais no vegetal (LAZZARINI et al., 2019; SAIKIA; KOTOKY; DAS, 2019).

Dentre os reguladores de crescimento, tem-se as auxinas, citocininas e giberelinas que

possuem varios efeitos fisioldgicos no vegetal, atuando de forma inibidora ou promotora (AN
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et al., 2020). Estudos indicam que a aplicacdo exdgena desses reguladores de crescimento em
diferentes concentracdes atua de forma positiva na micropropagacao e composi¢cao quimica
do 6leo essencial de M. officinalis (SILVA et al., 2005; MOHEBALIPOUR et al., 2012).

As auxinas s@o hormonios presentes em maior concentracdo em locais que possuem
crescimento ativo como a zona meristematica caulinar, assim como folhas, frutos e flores,
sendo encontrada também em outras regides do vegetal, poréem em menor concentracao
(SERRA et al., 2007; RODRIGUES; KERBAUY, 2009).

O &cido indolilacético (AlA) é a auxina mais comum nos vegetais, além dessas, outras
auxinas sdo muito utilizadas nos processos fisioldgicos do vegetal como o &cido indolbutirico
(AIB) e o acido 1-naftaleno acético (ANA). Essas auxinas sdo comumente utilizadas no
enraizamento de espécies (LIMA NETO; RIBEIRO; BEZERRA NETO, 2007), no
retardamento da senescéncia das folhas, das flores e frutos (LADAV; THIAGARAJAN;
HAVARD, 2016), assim como no alongamento celular e no aumento da capacidade
antioxidante de muitas espécies (AL-DURAID et al., 2019).

As giberelinas assim como as auxinas sdo hormoénios que atuam no desenvolvimento
do caule vegetal, podendo ser encontradas nas raizes, nas folhas jovens, nas sementes em fase
de germinacdo e nos frutos (PEDROSO et al., 2016). Existem varios tipos de giberelina,
sendo o &cido giberélico (GAs) o mais conhecido, esse dependendo da concentragéo utilizada,
qguando aplicado externamente promove aumento na altura das plantas, teor de 6leo essencial
e produtividade em biomassa (STORCK et al., 2013; SEVIK; GUNEY, 2013).

Rabiei, Bahador e Kordrostami (2018) observaram que altas concentragdes de acido
giberélico (GA3) pulverizados em plantas de Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) proporcionaram
um aumento significativo nos seus internddios, assim como no aumento do nivel de expressao
dos genes da sintese de monoterpeno que se correlacionaram fortemente com os constituintes
de y-terpineno e carvacrol. Por outro lado, esse regulador ndo teve um papel efetivo na
expressao genética do aumento do rendimento do mentol em plantas de Mentha piperita L.,
evidenciando que a acdo desse regulador € dependente da constituicdo genética das espécies
(SOLEYMANI; TAHERI; SHAFEINIA, 2017).

As citocininas por sua vez, como a 6-benzylaminopurine (BAP) atuam na
diferenciacéo celular e brotacOes axilares, sendo antagonicas as auxinas (RODRIGUES et al.,
2019). Estudos evidenciam que esse regulador esta fortemente associado aos pigmentos
fotossintéticos clorofila a e b, assim como no ajuste osmético, atividades antioxidantes e
aumento da area foliar para algumas espécies (XUE-FENG et al., 2019; DI BENEDETTO;
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TOGNETTI, 2013). De acordo com Zou et al. (2018), concentracdo elevada de citocinina
promove a inibicdo do crescimento radicular em algumas espécies, por esse regulador

interagir de forma direta com as auxinas.

25 Elicitores

As plantas apresentam mecanismos de defesas estruturais e bioquimicos sintetizados
em relacdo a um ataque de herbivoros e patdgeno, e dentre as acdes bioquimicas tém-se 0s
elicitores, denominados também de eliciadores. Esses sdo substancias exdgenas (moléculas de
patdgenos especificas ou fragmentos de paredes celulares) que ativam varios genes nas
plantas que iniciam ou potencializam a biossintese de compostos especificos atuando na
defesa induzida do vegetal em resposta as adversidades externas (AKULA,
RAVISHANKAR, 2011; LORENZETTI et al., 2018).

Os mecanismos de defesa das plantas sdo ativados mediante a capacidade de detectar
moléculas sinalizadoras, que pode ser de origem bidtica ou abidtica, iniciados, geralmente,
com um influxo de célcio e uma explosdo oxidativa, seguido da sintese do &cido salicilico,
acido jasmonico e/ou etileno, além do acimulo de metabdlitos secundarios (fitoalexinas e
compostos fendlicos), macromoléculas estruturais (calose, lignina e glicoproteina rica em
hidroxiprolina) entre outros (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013; TAIZ et al.,, 2017). A
sinalizacdo da rota que leva a expressdo da defesa vegetal pode ser dividida em duas
categorias de resisténcia: a resisténcia sisttmica adquirida (systemic acquired resistance,
SAR) que tem o 4&cido salicilico como o principal sinalizador e a resisténcia sistémica
induzida (induced systemic resistance, ISR) que atua na rota regulada pelo acido jasmonato e
etileno (TAIZ et al., 2017).

A resisténcia sisttmica adquirida (SAR) permite 0 aumento da resisténcia da planta a
uma variedade de patdgenos apos a infeccdo em determinado local, e para que ela ocorra é
necessario que microorganismos patogénicos como fungos, bactérias, virus ou agentes
quimicos (fatores abioticos) ocasionam uma infec¢éo inicial, que desencadeardo mecanismos
de defesa ndo apenas localmente, mas também em outros locais da planta, de maneira
sistematizada, 0 que aumenta a resisténcia a infeccdo secundaria (BARROS et al., 2010;
TAIZ et al., 2017).

O acido salicilico (AS) € um composto fenolico presente nos vegetais que desempenha
acao sinalizadora contra ataques de patdgenos, além de estar presente no metabolismo de

crescimento e movimento estomatico do vegetal, sendo sintetizado via corismato e/ou via
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fenilalanina (VLOT et al., 2009; SZOPA et al., 2019). Segundo Taiz et al. (2017) para a
ativacdo da resisténcia sisttmica adquirida (SAR), o acido salicilico é um dos sinais
enddgenos da planta em resposta a um estresse, 0 qual aumenta significativamente na regido
do ataque inicial, induzindo a planta a sintetizar alguns agentes de defesa, como as PR-
Proteinas, que promovem a protecdo em partes que nao foram submetidas ao estresse, essa é
ativada, em geral apds o periodo de varios dias.

Ao contrario da SAR, que ocorre como consequéncia da infec¢do por um patégeno, a
resisténcia sistémica induzida (ISR) é ativada por microrganismos ndo patogénicos, como
rizobactérias, sendo mediada por &cido jasménico e etileno como moléculas sinalizadoras
contra um ataque infeccioso sistémico na planta, ndo envolvendo a sintese de proteinas PRs,
sendo a resisténcia da planta associada a eficiéncia do hospedeiro em reconhecer a presenca
do patégeno através de mecanismos de percepcao e transducdo de sinais que podem resultar
na resisténcia das plantas ao agente patogénico (CARVALHO, 2012; TAIZ et al., 2017).

Dessa forma, a principal funcéo fisioldgica atribuida aos jasmonatos e salicilatos é a
de funcionar como uma molécula sinalizadora contra agentes de estresse induzindo compostos
de defesa na planta. Além dessa funcdo, o &cido jasmonico desliga o crescimento do vegetal
para garantir a realocacdo de recursos para rotas metabolicas envolvidas na defesa,
estimulando também a formacdo de 6rgdos de armazenamento. Ja o &cido salicilico como
fitormonio fenolico regula muitos aspectos do desenvolvimento a varias respostas a estresses
abidticos, inclusive na biossintese dos monos e sesquiterpenos de algumas espécies como 0
Panax ginseng (TAIZ et al., 2017; RAHIMI et al., 2014).

Assim, 0 sucesso da elicitacdo na producdo de metabdlito secundario tem sido
demonstrado por algumas pesquisas, utilizando elicitores como o metil jasmonato e seus
derivados (PIRBALOUTI et al., 2019), quitosana (DOUSSEAU et al., 2016), e o acido
salicilico (MAIVAN et al., 2017). Diferente do &cido salicilico e metil jasmonato que séo
sintetizados pelo vegetal, a quitosana é um polissacarideo policatidnico derivado da quitina,
naturalmente encontrado na parede do micélio de alguns fungos e no exoesqueleto dos
artropodes e crustaceos, a qual foi reconhecida como um efetivo fator para a produgéo de
metabodlitos secundarios de muitas plantas medicinais (VANDA; SHABANI;
RAZAVIZADEH, 2019).

Efeitos positivos da aplicagdo foliar de quitosana foram observados em Salvia

officinalis L. sob diferentes frequéncias de irrigacdo em campo, a qual proporcionou melhoria
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nas quantidades de metabolitos secundarios, como a-pineno, B-pineno, limoneno, a-tujona, 3-
tujona, canfora e 1,8-cineol no dleo essencial da salvia sob irrigacdo reduzida, além da
melhoria no rendimento do 6leo essencial dessa espécie (VOSOUGHI et al., 2018). Além do
tipo de substancia elicitora, a concentragdo da mesma é fundamental para a atuacdo efetiva da
ativacdo biossintética de compostos secundarios, a exemplo, do metil jasmonato que em
concentracdes baixas abaixo de 10 uM, estimula a defesa vegetal, ja em doses elevadas, causa
a queda prematura das folhas (PIRBALOUTI et al., 2019; URDOVA et al., 2015).

Silva et al. (2014) trabalhando com Melissa officinalis in vitro, relataram mudancas
ocorridas na composicdo do 6leo essencial, onde os tratamentos com metil jasmonato tiveram
um aumento de 13% da proporcao de geranial, durante 24 h de exposicdo. Apos 48 horas de
tratamento, além da presenca de 2-metil-2-ciclopenten-1-ona (8,5% do 0leo), os autores
observaram um aumento de 1,53% de verbenol e 1,11% de citronelal, perdendo o efeito apos
96 horas de exposi¢do ao metil jasmonato.

Em Piper mollicomum, a aplicacdo de quitosana (10 g L™) reduziu o teor de 6leo
essencial nas folhas e raizes, enquanto a menor concentracgdo (2,5 g L) néo alterou o teor do
6leo nas folhas, mas aumentou nas raizes (DOUSSEAU et al., 2016). Em Mentha piperita L.
esse regulador diminuiu o rendimento de limoneno (SOLEYMANI; TAHERI; SHAFEINIA,
2017).
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CAPITULO 2

AGUA MAGNETIZADA AFETA O CRESCIMENTO, ESTADO NUTRICIONAL E
CARACTERISTICAS DO OLEO ESSENCIAL DE Melissa officinalis L.

RESUMO

A irrigacdo por gotejamento é uma das técnicas agricolas mais utilizadas no cultivo da
maioria das culturas vegetais. O aprimoramento dessa técnica associado a agua magnetizada e
seus efeitos na producdo de plantas medicinais é ainda incipiente na literatura. Dessa forma,
objetivou-se avaliar o efeito dos niveis de irrigacdo com dgua magnetizada e ndo magnetizada
sobre o crescimento, estado nutricional e caracteristicas do Oleo essencial de Melissa
officinalis em ambiente protegido. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x4, com dois tipos de agua (magnetizada e ndo magnetizada) e quatro
niveis de irrigacdo 25, 75, 100 e 125% de evapotranspiracdo da cultura (ETc) e 4 repeticdes.
A irrigacdo com diferentes niveis de agua magnetizada teve efeitos significativos no acimulo
foliar de nitrogénio, fosforo, enxofre, e todos os micronutrientes, no teor das proteinas
solveis e na concentracdo dos constituitentes citral (neral + geranial) e citronelal no dleo
essencial de M. officinalis. Os niveis acima de 25% ETc foram os mais favoraveis para a
maioria dessas variaveis, excerto para as clorofilas que foram mais afetadas positivamente por
esse nivel. O teor de o6leo essencial foi beneficiado pelo menor nivel de &gua néo
magnetizada. Apenas os diferentes niveis de agua tiveram efeitos siginificativos na producéo
de matéria seca da espécie. Assim, pode-se dizer que o crescimento da espécie e a composicao
quimica do seu 6leo essencial sdo beneficiados com a utilizacdo de agua magnetizada nos
niveis acima de 25% ETc.

Palavras-chave: Erva cidreira verdadeira. Agua Imantada. Metabolismo.
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1 INTRODUCAO

A espécie Melissa officinalis L. (Lamiaceae) tem despertado grande interesse da
comunidade académica, das industrias farmacéuticas, alimenticias e da medicina fitoterapica,
devido as atividades bioldgicas do seu 6leo essencial, como: antibacteriana (CHIEN et al.,
2019), antiviral (MOURA et al., 2017) e por suas propriedades ansiolitica (HAYBAR et al.,
2018; MAHBOUBI., 2019).

As atividades biologicas do 6leo essencial de Melissa officinalis estdo associadas a sua
composi¢do quimica, a qual é formada por varios constituintes, dentre eles, o citral (neral e
geranial), que confere o seu aroma caracteristico levemente citrico, e outros constituintes que
aparecem em menor quantidade como trans-cariofileno, citronelol, pulegona e linalol
(BONACINA et al., 2018;CHIEN et al., 2019). Localizados nos tricomas secretores das
folhas, os 6leos essenciais sdo sintetizados a partir da agua, dos nutrientes e da luz que as
plantas recebem para o seu desenvolvimento (MARTINS; PASTORI, 2004; YADEGARI,
2017).

Nesse sentido, a agua é um dos fatores ambientais mais limitantes para o crescimento,
producdo de biomassa, qualidade e quantidade do 6leo essencial, por alterar os processos
metabdlicos das plantas (ZAMBORINE et al., 2017). Segundo Macedo (2015), a escassez
hidrica, em diversos paises, inclusive no Brasil, tem sido um desafio para os produtores
agricolas, como os de plantas medicinais, por afetar tanto o setor produtivo da economia
interna e externa quanto na dignidade da populacéo a ter garantia de acesso aos alimentos.

A técnica de irrigacdo e suas inovagfes, como 0s métodos por gotejamento e a
utilizacdo de agua magnetizada, apresentam-se como importantes ferramentas para o
fornecimento de agua em quantidades adequadas durante o desenvolvimento da cultura
(MACEDO, 2015; LIU et al., 2019). Segundo os estudos desenvolvidos por Generoso et al.
(2017), a utilizacdo de agua magnetizada na irrigacdo localizada proporciona maior umidade
de solos argilosos e disponibilidade de nutrientes, como o fosforo, uma vez que a agdo do
campo magnético em doses reduzidas diminui a adsorcdo desse elemento quimico e aumenta
sua mobilidade na solucdo do solo. Conforme Esmaeilnezhad et al. (2018), o campo
magnético também diminui a tenséo superficial da agua, aumenta o pH, e inibir a formacéo
de inscrustacOes na tubulagéo da irrigacdo, por meio da dissociacdo das moléculas de agua.

Estudos, como os de Liu et al. (2019) e Selim et al. (2019) demonstraram que a agua

da irrigacdo tratada magneticamente possui efeitos significativos nas caracteristicas de



34

crescimento, fotossintese, teores de nutrientes minerais, e de compostos fendlicos em plantas
cultivadas em casa de vegetacdo, durante condi¢fes adversas. Nao ha informacdes disponiveis
na literatura sobre irrigacdo de agua tratada magneticamente em M. officinalis. Dessa forma,
objetivou-se avaliar o efeito dos niveis de irrigacdo com dgua magnetizada e ndo magnetizada
sobre o crescimento, estado nutricional e caracteristicas do Oleo essencial de Melissa

officinalis em ambiente protegido.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Caracterizacdo da area de estudo e material vegetal

O experimento foi realizado em ambiente protegido do Departamento de Recursos
Hidricos e Saneamento da Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG, Brasil, nas
coordenadas geogréaficas 21°14'00" de latitude sul, 45°00' de longitude oeste e altitude média
de 918,8 metros, no periodo de marco a junho de 2018. A regido apresenta Clima Temperado
Chuvoso (Cwa), de acordo com a classificacao climéatica de Koppen.

Os valores médios das variaveis meteorolégicas para o periodo avaliado foram obtidos
pela estacdo meteoroldgica automéatica modelo Davis vantage pro2, instalada dentro do
ambiente protegido, com registro de temperatura maxima e minima de 34,75 e 16,25°C,
umidade relativa do ar maxima e minima de 86,25 e 34,5%, radiacdo global incidente de
517,75 w/mz, evapotranspiracao de 2,25mm e velocidade do vento 2,31 Km/h.

O solo utilizado foi classificado como Latossolo Vermelho Distrofico argiloso. As
condicdes da fertilidade quimica inicial, apresentadas na Tabela 1, foram realizadas no
Laboratorio de Anélises de Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade de

Lavras, mediante analise de amostra composta coletada.

Tabela 1- Analise quimica do solo. Lavras, MG, 2018.

*pH K P Ca Mg Al H+AI SB t T
----- mg/dm3---- -------cmolc/dms3---------
7,6 191,84 27,05 2,11 0,77 0,05 0,81 3,37 3,42 4,18
\Y M M.O. P-Rem
——————— %------- -----dag/Kg- ------mg/L
80,67 1,46 2,67 30,76

*pH em agua; K, P-extracdo por Mehlich 1; Ca, Mg, Al- extra¢do por KCL-1 mol/L; H+Al- extrator
SMP; SB-soma de base trocaveis; t- Capacidade de Troca Catiénica Efetiva; T- Capacidade de Troca
Cationica a pH 7,0; V- indice de Saturacdo de Bases; M- indice de Saturacdo de Aluminio- M.O.-
matéria organica; P-Rem- fésforo remanescente.
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As mudas de M. officinalis L. foram produzidas a partir da propagacdo de plantas
selecionadas cultivadas no Laboratorio de Cultura de Tecidos do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras- MG. Uma exsicata da
espécie estd depositada no Herbario ESAL, do Departamento de Biologia da UFLA e
corresponde ao n°® 22155.

A propagacao foi realizada com a utilizacdo de estacas apicais de 7 a 8 cm postas para
enraizar em bandejas de isopor de 128 células, preenchidas com substrato tropstrato HA por
um periodo de 15 dias, aclimatizadas posteriormente por meio do aumento gradativo de
luminosidade por mais 15 dias. Posteriormente, as mudas foram transplantadas com +10 cm
de comprimento para vasos plasticos com capacidade de 13 L, preenchidos com a mistura de
areia e latossolo vermelho distréfico na proporcdo 1:2 (v:v), respectivamente, sendo
acrescentado 450 g de esterco bovino/ vaso. Nos dez primeiros dias ap6s o transplantio foi
aplicada uma lamina com &gua ndo magnetizada correspondente a 100 % em todas as plantas
visando uniformizar o estande e garantir o estabelecimento, sendo entdo aplicados os

tratamentos de irrigacéo.

2.2  Conducao experimental da irrigacéo

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 x 2 com quatro repeti¢Bes, constituido por seis parcelas, totalizando 192 parcelas.
Os tratamentos foram compostos por quatro niveis de agua (25, 75, 100 e 125% da
evapotranspiracdo da cultura-ETc) e dois tipos de 4gua (magnetizada e ndo magnetizada).

Para a irrigacdo, foram utilizados dois reservatérios de 250 L, um para agua
magnetizada e outro ndo magnetizada, sendo adicionado no interior de um desses reservatorio
um aparelho magnetizador Sylocimol® modelo Residence (Figura 1) de 16 cm de altura, 10 de
circunferéncia e capacidade de magnetizagdo 1000 L h* para o fornecimento de agua
magnetizada.

A quantidade de agua aplicada diariamente por vaso por um periodo de 90 dias
(Tabela 2) foi baseada no volume de agua evapotranspirada pela cultura (ETc L dial),
determinado pela pesagem de trés vasos adicionais para cada tipo de dgua em um turno de
rega de dois dias, obtido pela diferenca do peso do vaso antes e depois da adigdo da agua, por
uma balanga de precis@o de 5 g, instalada dentro da area experimental. O sistema de irrigacéo
utilizado foi por gotejamento com um emissor por vaso, com vazdo de 4 L h™! e pressdo de

servico de 10 a 40 mca. Foram determinados também o pH, com o auxilio de um pHmetro de
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bancada, e a condutividade elétrica da 4gua magnetizada e ndo magnetizada no inicio e final

do experimento, utilizando um condutivimetro tipo Caneta (Tabela 3).

Figura 1- Aparelho magnetizador Sylocimol® modelo Residence.

% 7 XL _

NM: 4gua ndo magnetizada, AM: 4gua magnetizada
Foto: José Eduardo Brasil Pereira Pinto (2018).

Tabela 2- Volume de &gua magnetizada (AM) e ndo magnetizada (NM) por vaso (médias
individuais e acumuladas) fornecido a M. officinalis L. baseado no %ETc no
perido de 90 dias. Lavras, MG, 2020.

Volume médio de agua Volume total de 4gua
aplicada (L) aplicada (L)

% Etc AM NM AM NM
25 0,116 0,122 5,237 5,347
75 0,349 0,364 15,709 16,025
100 0,465 0,486 20,938 21,365
125 0,582 0,607 26,175 26,707

Total 1,512 1,579 68,059 69,444

Tabela 3- Determinacdo do pH e condutividade elétrica da agua magnetizada (AM) e néo
magnetizada (NM) aplicada no inicio e no término do experimento com M.
officinalis L no perido de 90 dias. Lavras, MG, 2020.

Tipo de INICIO FINAL
agua pH Condut. X 100 uyS/cm pH Condut. X 100 pS/cm
NM 7,8 1,6 8,0 15
AM 7,3 1,3 7,4 15

A coleta dos dados para M. officinalis L. foi realizada aos 90 dias apds o plantio,
considerando que durante a permanéncia das mudas no ambiente protegido, procedeu-se o

monitoramento de pragas e eventos climaticos garantindo a qualidade do experimento.
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2.3 Analise das caracteristicas de crescimento

Foram analisados os caracteres agrondmicos como comprimento da parte aérea das
plantas (CPA-cm), medida com o auxilio de fita métrica; didmetro do caule (DC-mm),
medido com um paquimetro digital; matéria seca de folhas (MSF, g planta-t); do caule (MSC,
g planta-1); do sistema radicular (MSR, g planta-1); da parte aérea (MSPA, g planta-1), que é
dada pela soma da MSF e MSC, da matéria seca total (MST, g planta-) e razdo raiz/parte
aérea (R/PA). Foi determinado também a area foliar total (cm2), para isso avaliou-se todas as
folhas de 32 parcelas (8 tratamentos x 4 repeticdes) do experimento. O método foi o
destrutivo, utilizando-se para a leitura o integrador de area foliar modelo LI-COR 3100.

Apds a obtencdo das medidas de crescimento aos 90 dias apds o cultivo, realizou-se a
colheita de folhas, caules e raizes. O material coletado foi armazenado em sacos de papel
Kraft identificado individualmente e colocado para secar em estufas de circulacdo de ar
forcado, reguladas para a temperatura de 40 °C, correspondente, a um periodo de 72 h. Apoés a

secagem, o material foi pesado em balanca analitica, determinando sua matéria seca.

2.4 Analise dos aspectos quimicos
2.4.1 Quantificacdo de pigmentos fotossintetizantes

A determinacdo dos teores dos pigmentos fotossintetizantes foi realizada com material
foliar fresco no final do experimento. Foram coletadas trés pares de folhas completamente
expandidas do terceiro nd superior de trés plantas de cada tratamento, tomadas ao acaso. As
folhas coletadas foram embrulhadas em papel aluminio e condicionadas em caixa de isopor
contendo gelo até a transferéncia ao Laboratério de Plantas Medicinais e Fitoquimica do
Departamento de Agricultura da UFLA.

Os procedimentos adotados para a extragdo e analise das clorofilas a, b, total e
carotenoides foram realizados conforme a metodologia de Hiscox e Israelstam (1979). Foram
utilizados 50 mg de folhas frescas rasuradas, sem a nervura central, homogeneizada em 10
mL do solvente dimetilsulfoxido (DMSQ), e inseridas em tubos Falcon envoltos em folha de
aluminio, acondicionadas em estufa sob temperatura de 65 °C, por 24 h.

ApoOs esse periodo, realizaram-se as leituras das absorbancias, utilizando 3 mL das
aliquotas das solucBes em cubeta de quartzo, em espectrofotometro TECAN INFINITY M200

PRO operado com o sistema de processamento de dados I-control® (versdo 3.37). Utilizaram-
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se 0s comprimentos de onda 665, 649 e 480 nm para clorofila a, b e carotenoides,
respectivamente. A leitura do branco foi com DMSO. Todas as leituras foram realizadas no
escuro e em triplicata, sendo os teores expressos em mg g™ de matéria fresca (MF) de acordo

com a metodologia de Wellburn (1994), sendo:

Clorofila a 49 = (12,47 X A665) - (3,62 X A649);
Clorofila b es5 = (25,06 x A649) - (6,5 X A665);
Carotenoides 4g0 = (1000 x A480 - 1,29 x Ca - 53,78 x Ch) / 220.
Clorofila total=a + b

2.4.2 Estado nutricional e proteinas solUveis

Para a diagnose do estado nutricional foram utilizadas 5 g de amostras compostas de
folhas secas, moidas em moinho tipo Wiley, realizadas em triplicatas para cada tratamento. A
determinacdo das concentracfes de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg), enxofre (S), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), boro (B) e manganés (Mn)
foram feitas no Laboratério de Analise Foliar do Departamento de Quimica da UFLA,
seguindo a metodologia descrita por Bataglia et al. (1983).

Para a andlise das proteinas, foram amostradas 15 mg de folhas de cada tratamento em
triplicata. O teor de proteinas soltveis foi determinado conforme metodologia descrita por
Bradford (1976). As leituras foram efetuadas no espectrofotometro TECAN INFINITY M200
PRO no comprimento de onda a 595 nm e as concentra¢fes de proteinas foram calculadas
conforme a curva-padrdo de soro albumina bovina (BSA) (Figura 2) ajustadas a partir de
concentracdes crescentes de BSA, sendo o0 teor proteico da amostra expresso em mg de

proteina por mL extrato proteico.
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Figura 2 — Curva-padrdo de soro aloumina bovina (BSA), com coeficiente linear (R?)
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2.4.3 Destilacéo e analises dos 6leos essenciais

A hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado empregou 60 g de folhas
secas rasuradas para cada repeticdo dos tratamentos. A destilacdo foi realizada com 1000 mL
de dgua destilada em baldes de destilacdo com capacidade de 2 litros durante de 60 min.

O oleo essencial foi purificado através de parti¢do liquido-liquido com diclorometano
(3 x 5 mL). A fase organica foi reunida e tratada com sulfato de magnésio anidro e,
posteriormente filtrado em papel. A fracdo organica foi evaporada a temperatura ambiente sob
capela de exaustdo de gases. As massas dos 6leos foram mensuradas em balanca digital, com
sensibilidade 0,0001g. Os 6leos essenciais foram mantidos em frascos ambar hermeticamente
fechados e armazenados em geladeira a 4 °C, até as analises cromatograficas.

O teor de 6leo essencial foi determinado utilizando-se a formula: TOE% = (massa do
6leo (g)/ 60g) x 100. Os dados de teor foram expressos em mL.100 g de folha seca™. O
rendimento do 6leo (g planta™) foi calculado pela formula: RE = (massa do 6leo (g)/ 60g) x
massa seca das folhas/ planta (g).

As analises quimicas dos 6leos essenciais foram realizadas no Laboratorio de Plantas
Medicinais e Fitoquimica do Departamento de Agricultura da UFLA. Utilizou-se um sistema
de Cromatografia Gasosa (CG) acoplado a um Detector de lonizacdo em Chama (CG-DIC)
Agilent® 7890A, equipado com injetor/amostrador automatico CombiPAL Autosampler



40

System (CTC Analytic AG, Switzerland) e operado pelo sistema de processamento de dados
MSD CHEM Station Ver. E.02.02.1431.

As analises quimicas quantitativas dos 6leos volateis foram realizadas em triplicatas,
empregando sistema de Cromatografia em Fase Gasosa Agilent® 7890A, operado com
sistema de processamento de dados MSD CHEM Station G1701EA E.02.02.1431, equipado
com injetor/amostrador automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic AG,
Switzerland) e um Detector de lonizacdo em Chama (DIC). Carvacrol foi usado como padréo
interno. As amostras foram preparadas acrescentando-se 10 pL de solucdo estoque do padréo
interno a massas conhecidas do 6leo essencial e diluindo-se com 1 mL de diclorometano. O
volume de injecéo foi de 1,0 uL, no modo split a uma razéo de injecdo de 50:1. Empregou-se
coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x 250 um de didmetro
interno x 0,25 um de espessura do filme) (California, EUA). Hélio foi utilizado como gas de
arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em
250°C e 300 °C, respectivamente. A condi¢do de andlise foi de rampa de aquecimento de 60 a
240°C, com taxa de aquecimento de 3°C min, seguido de uma rampa de agquecimento de
10°C min até 280 °C. As concentracdes dos analitos foram expressas em mg/mL, calculados
pelo método do padrdo interno, usando fator de resposta relativo de acordo com IOFI
Working Group on Methods of Analysis (IOFI, 2011), assim como pela porcentagem do
analito na amostra.

As andlises qualitativas foram realizadas em Cromatografo Agilent® 7890A acoplado
a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent Technologies, California,
EUA), operado por ionizagdo de impacto eletronico a 70 eV, em modo varredura, a uma
velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/z. As condigdes
operacionais foram as mesmas empregadas nas analises por CG-DIC. Os constituintes
quimicos foram identificados por comparacdo dos seus indices de retencdo relativos a
coinjecdo de uma solucéo padrédo de n-alcanos (Cs-C20) e/ou por comparagéo dos espectros de
massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de literaturas
(ADAMS, 2017). Os indices de retengdo foram calculados usando a equacéo de Van de Dool
e Kratz (1963) e para as atribuicGes foram consultados indices de retencdo descritos em
literatura (ADAMS, 2017).

As andlises foram realizadas em triplicata utilizando-se 10 pL de solucdo estoque de
Carvacrol como padréo interno, adicionado as massas conhecidas do 6leo essencial, diluindo-

se com 1 mL de acetato de etila. O volume de injecdo foi de 1,0 pL, no modo split a uma
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razdo de injecdo de 50:1. Os 6leos essenciais foram analisados empregando coluna HP-5MS
(30m de comprimento x 250 um de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme -
Califérnia, EUA), utilizando-se gas hélio para o arraste dos constituintes, com fluxo de 1,0
mL min?. As temperaturas do injetor e do detector foram na faixa de 240° e 300 °C. A
temperatura inicial do forno foi de 60 °C, com uma rampa de temperatura de 3 °C min* até
240°C, seguido de uma rampa de 10°C min'* até 280°C.

As analises qualitativas foram realizadas pela técnica de separacdo por Cromatografia
Gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), utilizando-se um cromatdgrafo
Agilent® 7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent
Technologies, Califérnia, EUA), operado por ionizacdo de impacto eletrénico a 70 eV, em
modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisicdo de massas de 40-
400 m/z.

Os constituintes quimicos foram identificados por comparacdo dos seus indices de
retencdo relativos a co-injecdo de uma solucdo padrdo de n-alcanos (C8-C20) e/ou por
comparagdo dos espectros de massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST,
2008) e de literatura (ADAMS, 2017). Os indices de retencdo foram calculados usando a
equacdo de Van de Dool e Kratz (1963) e para as atribuicbes foram consultados indices de
retencdo descritos em literatura (ADAMS, 2017).

2.5 Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F, sendo 0s
tratamentos comparados pelo teste de média Scott-Knott (p<0,05) utilizando-se 0 programa
estatistico SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2011). Realizou-se também analise de componente
principal (ACP) no programa software Statistica® com nivel de significancia de o = 0,05 com
as variaveis fotossintéticas e nutricional com a finalidade de explicar as relacfes entre essas e

os niveis dos diferentes tipos de agua.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1  Crescimento vegetativo

Os parametros de crescimento usando a agua magnetizada (AM) e ndo magnetizada
(NM) ndo foram significativos (Tabela 4). O uso da agua magnetizada proporcionou um
ganho de 3,5% na matéria seca total. Entretanto, as caracteristicas de crescimento,
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comprimento da parte aérea da planta, didmetro do caule, area foliar e matéria secas de M.
officinalis foram afetadas significativamente pelos niveis de agua baseada na
evapotranspiracdo da cultura (%ETc), onde o aumento dos niveis de irrigacdo favoreceu o
crescimento da espécie (Tabela 4). O nivel de &gua (% ETc) com 125% proporcionou um
acumulo de matéria seca total de 2,4 vezes em relacdo ao nivel de 25% ETc, e também de
1,68 vezes (MSR), 3,07 (MSC), 3,53 (MSF). As plantas irrigadas com 125% ETc ficaram
mais vistosas e apresentaram uma area foliar total de 3,7 vezes em relacdo ao nivel de 25%
ETc.

De acordo com Radacsi et al. (2016), M. officinalis quando submetida a moderadas
limitacBes hidricas reduziu principalmente o comprimento da parte aérea, o diametro da
planta, matéria e expandiu o0 seu sistema radicular como estratégia de sobrevivéncia.
Estudando a mesma espécie Brant et al. (2011) verificaram que ela possui uma significativa
plasticidade fenotipica a condicGes abioticas, refletindo inicialmente nos pigmentos
fotossintéticos, 0s quais sdo responsaveis pelos processos metabolicos de crescimento e

desenvolvimento.

Tabela 4- Influéncia de diferentes niveis de irrigacdo com agua magnetizada (AM) e néo
magnetizada (NM) no comprimento da parte aérea da planta (CPA), didmetro do
caule (DC), AFT (area foliar total), matéria seca da folha (MSF), do caule (MSC),
da raiz (MSR), da parte aérea (MSPA), total (MST), e relacdo raiz/parte aérea
(R/PA) de plantas de M. Officinalis. Lavras, MG, 2020.

CPA DC AFT MSF MSC MSR MST MSPA

FATORES R:PA
cm mm cm2 g planta?
Tipo de agua
AM 25,64" 544" 1838,2™ 8,20™ 3,91™ 8,24" 20,37™ 12,13"™ 0,79™
NM 26,56 536" 1712,9™ 8,22™ 4,01™ 8,88™ 21,09™ 12,21"™ 0,82"
Nivel de agua
(%ETc)
25 20,00° 4,18° 5936° 294P 169° 578" 10,41 4,63 1252
75 27,982 5662 210592 9,167 4,262 9742 23172 13,432 0,73"
100 27,982 5992 219962 10,332 4,692 9282 24,312 15032 0,62°
125 28,482 5792 220342 10,402 5202 974% 25042 15602 0,61°

CV.% 744 6,15 2502 1356 16,83 1725 12,2 1428 20,3
Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna dentro de cada fator ndo diferem significativamente
pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). ns - ndo significativo.

Considerando que o acumulo de matéria seca vegetal é o resultado do processo

fotossintético, o qual incorpora matéria organica na planta, Taiz et al. (2017) consideraram
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que a baixa disponibilidade de &gua afeta 0 acimulo de matéria seca, em consequéncia da
reducdo da condutancia estomatica de CO, ao fechar seus estdbmatos para evitar perda
excessiva de agua pela evapotranspiracdo foliar. Meira et al. (2013), ao submeterem M.
officinalis sob diferentes niveis de &gua, observaram que a espécie tem maior producdo de
matéria seca com o aumento da disponibilidade hidrica, indicando que a quantidade de dgua

esta diretamente relacionada com o crescimento vegetal.

3.2  Pigmentos fotossintéticos e estado nutricional

Os teores de clorofila a (1,27 mg g*MF), total (2,04 mg g*MF) e carotenoides (0,35
mg g*MF) foram maiores quando se utilizou a 4gua magnetizada no nivel a 25% ETc, sendo
diferente estatisticamente da agua ndo magnetizada. J& para os outros niveis de agua néo
houve diferenca estatistica entre as variaveis analisadas (Tabela 5).

Plantas em condicGes hidricas adequadas aumentam sua eficiéncia do uso da agua,
condutancia estomatica e taxas fotossintéticas (KARKANIS; BILALIS; EFTHIMIADOU,
2011). Segundo Bianchi, Germino e Silva (2016), agentes estressores como a baixa
disponibilidade de 4gua podem induzir a sintese de espécies reativas de oxigénio (EROs) que
sdo prejudiciais aos processos metabdlicos essenciais ao vegetal, reduzindo o teor de

pigmentos fotossintéticos.

Tabela 5- Efeito de irrigacdo com diferentes niveis (% ETc) de agua magnetizada (AM) e nédo
magnetizada (NM) em ambiente protegido nos teores de clorofila a, clorofila b,
clorofila total e carotenoides em folhas de M. officinalis. Lavras-MG, 2020.

_ i Clorofilaa Clorofilab Clorofilatotal  Carotenoides
Niveis de agua T
% ETc 99
AM NM AM NM AM NM AM NM

25 1,27 aA 0,68 bB 0,77 aA 0,69 aA 2,04aA 1,37bB 0,35aA 0,22bB
75 1,15aA 1,13aA 0,59 aA 0,52 bA 1,74aA 1,65aA 0,33aA 0,31aA
100 1,10aA 1,18 aA 0,53 bA 0,54 bA 1,63aA 1,73aA 0,31aA 0,33aA
125 1,26 aA 1,17 aA 0,60 aA 0,62 aA 1,86aA 1,78aA 0,35aA 0,34aA

CV.% 12,76 16,77 13,31 12,19

Meédias seguidas pela mesma letra minuscula coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

A eficiéncia do uso da agua em quantidades limitadas esta diretamente relacionada ao
gendtipo de muitas espécies, assim como a qualidade da agua (SELIM et al., 2019;
DASTRANJ; SEPASKHAH, 2019). A agua tratada magneticamente pode melhorar as
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condicGes fotossintéticas de plantas, mesmo quando submetidas a estresse hidrico, por meio
da otimizacdo de regulacdo dos estdmatos e reducdo aos danos causados pela baixa
disponibilidade de 4gua nos mecanismos fotossintéticos (LIU et al., 2019). Esse tipo de agua
também pode aumentar o contetdo de agua do solo da camada superior e reduzir a infiltragdo
de &gua no solo profundo, o que facilita o0 maior aproveitamento pela planta e o menor
disperdicio (WANG et al., 2020)

Os niveis de agua superiores a 25% ETc foram favordveis na absorcdo de
macronutrientes na matéria seca foliar de M. officinalis L. As plantas irrigadas com &gua
magnetizada (AM) ao nivel de 100% ETc apresentaram maiores teores de nitrogénio (17,00 g
kgt), fosforo (6,14 g kg™) e enxofre (10 g kg?). E agua ndo magnetizada (NM) ao nivel de
125% ETc favoreceu absorcéo de calcio (16,71 g kgt) e magnésio (6,83 g kg™). Em média, a
espécie apresentou a seguinte ordem de teores de macronutrientes: K (32,43 g kg!) > Ca
(14,82 g kg') >N (14,40 g kg?) > S (7,54 g kg') > Mg (6,27 g kg)> P(4,59 g kg?),
indicando que ela necessita de maiores quantidades de potassio que de fésforo para realizar

seus processos metabolicos (Tabela 6).

Tabela 6- Efeito da irrigacdo com diferentes niveis (% ETc) de &gua magnetizada (AM) e ndo
magnetizada (NM) em ambiente protegido, nos teores de macronutrientes na matéria
seca foliar de M. officinalis. Lavras-MG, 2020.

Macronutriente __. , 25 75 100 125
- Tipo de agua CV (%
(gkg?)  ''Poced % ETo (%)

. . AM 1459aB 13,73 aB 17,00aA 12,62 bB
Nitrogénio 1,22

NM 1234bB 1456 aA 14,73 bA 15,67aA

, AM 3,00 aB 4,96 aB 6,14 aA 3,99 bB
Fosforo 2,09

NM 1,92 bB 5,57 aA 5,46 aA 5,73 aA

.. AM 31,10aA 33,38aA 33,25aA 30,12aA
Potassio 9,56

NM 33,56aA 32,92aA 33,27 aA 31,95aA

o AM 1350aB 14,76 aA 15,35aA 15,50 aA
Célcio 3,36

NM 13,73aB 14,45 aB 14,63 aB 16,71 aA

L. AM 5,55 aB 6,03 aA 6,72 aA 6,50 aA

Magnésio 3,6

NM 5,92 aB 6,34 aB 6,32 aB 6,83 aA

AM 5,77 aC 9,02 aA 10,00 aA 8,08 aB
Enxofre 3,02

NM 3,66 bhC 9,23 aA 7,40 aB 7,19 aB

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula coluna e maiuscula na linha dentro de cada nutriente ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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A baixa demanda de fosforo para essa espécie também foi descrita no estudo de Souza
et al. (2012), os quais avaliando o efeito de diferentes doses desse elemento nas caracteristicas
biométricas dessa espécie cultivada em latossolo amarelo concluiram que o acréscimo de
fésforo na adubacéo da espécie ndo influenciou a producdo de matéria seca da espécie, sendo
esta mais dependente de matéria organica, célcio e magnésio. Por outro lado, Blank et al.
(2006) avaliando os efeitos da adubacdo quimica e da calagem no crescimento e na nutri¢éo
de Melissa officinalis L. observaram que a auséncia de calagem, nitrogénio e fdsforo
influenciaram na queda de producdo foliar da espécie. E a omissdo de potéssio e enxofre ndo
foram fatores limitantes em solo Argissolo Vermelho-Amarelo, demonstrando assim o
conteudo foliar é dependente da espécie e do solo utilizado.

Entre os nutrientes, vale a pena destacar o fosforo, pois ele constitui as membranas
celulares, as moléculas do DNA e do trifosfato de adenosina (ATP), principal forma de
armazenamento de energia das células produzida durante a fotossintese (TAIZ et al., 2017).
Todavia, a sua baixa mobilidade no solo afeta a sua absorcdo em muitas espécies (LI et al.,
2020).

De acordo com Generoso et al. (2017), solos com alto teor de argila, como os
latossolos vermelhos, quando irrigados com niveis alto de agua magnetizada tendem a reter o
ion nas particulas do solo em funcdo da condutividade da solucéo, ndo sendo disponibilizado
para a planta. Shabani, Bolandnazar e Tabatabaei (2019) mostraram em seu experimento com
Ocimum basilicum que solucgdes de fésforo magnetizadas favorecem a absorcdo do elemento
pela planta, aumentando também o teor de clorofila, o que facilita a sua sua capacidade
fotossintética.

Os teores de micronutrientes foliares de M. officinalis foram favorecidos em sua
maioria pela agua magnetizada (AM) em todos os niveis de dgua aplicada. Os maiores valores
de cobre, manganés e ferro foram obtidos em plantas irrigadas com agua magnetizada a 25%
ETc (Tabela 7). A espécie quando cultivada em vasos e sob 0 manejo da irrigacdo apresentou
a seguinte demanda de micronutrientes para o seu desenvolvimento: Fe (1177, 36 mg kg™) >
Mn ( 74, 38mg kgt) >B (60, 36 mg kg™) > Zn( 40,62 mg kg*) > Cu (12,28 mg kg™b).
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Tabela 7- Efeito de irrigacdo com diferentes niveis (% ETc) de &gua magnetizada (AM) e ndo
magnetizada (NM) em ambiente protegido, nos teores de micronutrientes na
mateéria seca foliar de M. officinalis. Lavras-MG, 2020.

Mlcronutl_rllente TIIpO de 25 75 100 125 CV (%)
(mg kg™) agua % ETc
Boro AM 61,98 aA 68,3 aA 68,79 aA 66,23 aA 599
NM 49,57 bB 55,5 bA 51,31bB 61,17 bA '
Cobre AM 17,44 aA 13,74aB 12,33 aB 9,42 aA 13.64
NM 6,84 bC 11,57bB 15,69 aA 11,18 aB
o AM 186,78 aA 65,5AaB 55,18 aC 53,28 aC
Manganés 13,21
NM 78,38 bA 55,57bB  50,88bB 40,57 bC
. AM 38,09 aB 50,59 aA  48,32aA 35,1aB
Zinco 4,35
NM 27,23 hB 40,16 b A  4452aA  40,95aA
AM 1692,99 aA  905,75bB 1097,71bB 986,92 bB
Ferro 5,62

NM 1126,24bB 121392 aA 1218,02 aA 1204, 73 aA
Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha dentro de cada nutriente
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Esse resultado pressupde que a espécie tem mecanismos de eficiéncia fotossintética na
absorcdo de micronutrientes, em razdo do Fe e Mn atuarem como catalisador e ativador
enzimatico das reacdes essenciais na sintese de clorofila e proteinas (MALAVOLTA, 2006;
TAIZ et al., 2017). Segundo Yadegari (2017), os micronutrientes em baixa concentracdo sdo
necessarios para o crescimento e desenvolvimento do vegetal, o ferro, manganés e cobre por
exemplo, favoreceram as caracteristicas de crescimento de M. officinalis, assim como 0s
teores de 6leo essencial e compostos fendlicos.

O efeito do campo magnético na agua pode dissociar a molécula da dgua (H20) em
fons de hidroxila (OH’) e hidrogénio (H*), alterando suas propriedades como tensdo
superficial, acidificacdo da agua e, consequentemente do pH do solo (PANG, 2006). A
elevagdo do pH de solos, como os Latossolos vermelhos tendem a reduzir a disponibilidade
de micronutrientes para as plantas, os quais sdo mais absovidos em solos acidos
(MALAVOLTA, 2006).

Além disso, o estresse hidrico afeta negativamente a mobilidade dos elementos cobre,
zinco e boro que tem sua mobilidade reduzida pela difusio (RAHMAN; HANGS;
SCHOENAU, 2020). No estudo de Liu et al. (2019), a agua magnetizada promoveu 0
desenvolvimento radicular de plantas de Populus, assim como no aumento do teor foliar de

ferro, zinco e cobre, e menor teor de manganés.
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As diferencas nutricionais podem ser mais bem observadas na Figura 3, onde plantas
irrigadas com agua ndo magnetizada manifestaram folhas adultas amareladas, com menor
volume foliar e algumas com zona foliar em necrose. Observa-se essas alteracdes
principalmente nas plantas irrigadas com 25% ETc. De acordo com Veigas et al. (2013), a
deficiéncias de nitrogénio e fosforo tém como principais sintomas as caracteristicas acima
citadas, assim pode-se dizer que a agua magnetizada favoreceu a melhor absorcéo e

aproveitamento desses nutrientes.

Figura 3- Aspecto nutricional de plantas de M. officinalis cultivadas em funcédo da lamina de
irrigacdo (% ETc) com &gua magnetizada (AM) e ndo magnetizada (AC). Lavras-
MG, 2020.

Foto: José Eduardo Brasil Pereira Pinto (2018).

Conforme a andlise de componentes principais, a distribuicdo das varidveis
selecionadas apresentou variagcdo acumulada de 75,19% para os dois eixos, sendo a primeira
componente responsavel por 46,28% da variabilidade dos dados, enquanto que a segunda
explica 28,91% (Figura 4). Verificou-se que os elementos manganés, ferro e clorofila b sdo
correlacionados positivamente entre si, 0 que significa que plantas com alto teor de clorofila
b, tendem a apresentar também alta concentracdo desses elementos quando irrigados com
niveis 25% ETc de agua magnetizada. As clorofilas a, total e carotenoides correlacionaram
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fortemente aos elementos nitrogénio (N), boro (B), zinco (Zn), enxofre (S) e cobre (Cu)

quando irrigados, principalmente com a lamina 75% ETc com agua magnetizada (AM).

Figura 4- Anélise de componentes principais (PCA) dos atributos foliares das plantas de
Melissa officinalis irrigadas com diferentes niveis de agua magnetizada (25, 75, 100
e 125% ETc) e ndo magnetizada (25, 75, 100 e 125% ETc) em ambiente protegido.
Lavras-MG, 2020.
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De acordo com Garrone, Campos e Silveira (2016), os macronutrientes N e Ca séo 0s
gue mais influenciam significativamente nas caracteristicas anatémicas e fisioldgicas que
ocorrem nas folhas, como a sintese proteica, fotossintese e integridade da parede celular das
plantas, sendo que o aumento da disponibilidade de N é um agravante para a disponibilidade
de Ca. Blank et al. (2006) trabalhando com a mesma espécie observou que a omissao de N e
Ca juntamente com P afetaram a producdo de folhas, 6rgdo essencial para a reagdo da
fotossintese e producéo de biomassa.

Além disso, os maiores niveis de agua apresentaram correlacdo elevada com os
nutrientes calcio (Ca), potassio (K), magnesio (Mg) e fosforo (P) (Figura 4). Com excecéo do
P, os outros elementos dependem do fluxo de massa proporcionado pela presencga de 4gua no
solo (MALAVOLTA, 2006).
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Os diferentes niveis de agua de irrigacdo afetaram significativamente a quantidade
de proteinas solGveis totais (mg mL™) de folhas secas de M. officinalis (Tabela 8). A maior
concentracdo de proteina (0,45 mg mL™) e a menor (0,19 mg mL™?) foram observadas em
plantas irrigadas com &agua magnetizada a 125% ETc e ndo magnetizada a 25% ETc,
respectivamente. Em condicBes de estresse hidrico as plantas diminuem a concentracdo de
proteinas e elevam o conteddo de aminoacidos livres, a exemplo da prolina, como
mecanismos de ajuste osmotico e outros efeitos deletérios as suas células (ZARRINABADI
et al., 2019; MEIRA; MARTINS; ALVARENGA, 2019).

Tabela 8 - Efeito da &gua magnetizada (AM) e ndo magnetizada (NM) com diferentes niveis
(% ETc) na concentragdo de proteinas sollveis totais (mg mL™) em folhas secas
de M. officinalis. Lavras-MG, 2020.

Niveis de agua (% ETc)

Tipos de 4gua 25 75 100 125
Proteinas solGveis (mg mL™)
NM 0,19bD 0,26 bC 0,33bB  0,35bA
AM 0,31ab 0,37aC 0,38aB 0,45aA
CV% 0,63

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula
na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05).

Conforme o estudo de Selim et al. (2019), a irrigacdo com agua magnetizada mitiga
as consequéncias negativas do estresse hidrico para a maioria dos parametros fisiol6gicos e
bioquimicos do vegetal, por meio do maior aproveitamento hidrico que preserva e mantém o
contetdo celular, assim como no acimulo de aminoacidos como a prolina. Radhakrishnan
(2019) relatou que a 4gua magnetizada regula as funcdes das plantas, o crescimento e reduz

0 estresse oxidativo ambiental.

3.3 Teor, rendimento e composi¢do quimica dos 6leos essenciais

Verificou-se que o teor e rendimento apresentaram efeitos distintos com a aplicagédo
dos niveis de agua (Tabela 9). O nivel 25% ETc de 4gua ndo magnetizada (NM) proporcionou
maior teor de Oleo essencial (0,49%), e o nivel de 125% ETc, independente da agua utilizada,

foi a que mais afetou positivamente o rendimento de 6leo essencial (32 mg planta?). M.
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officinalis quando submetida a baixos volumes de agua, tende aumentar o seu teor de 6leo
essencial como mecanismo de defesa (MEIRA et al., 2013).

O rendimento de oleo essencial extraido das folhas secas de M. officinalis foi afetado
significativamente apenas entre os niveis de irrigacéo, variando de 12 a 32 mg planta™ para
agua magnetizada e 14 a 32 mg planta™® para ndo magnetizada. Ja o teor de 6leo essencial,
apresentou efeito significativo na interacdo entre os niveis e tipos de agua, variando de 0,27%
a 0,49% (Tabela 9).

Tabela 9- Efeito de irrigacdo com diferentes niveis (% ETc) de &gua magnetizada (AM) e ndo
magnetizada (NM) em ambiente protegido no teor e rendimento de 6leo essencial
de matéria seca foliar de M. officinalis cultivadas por 90 dias. Lavras-MG, 2020.

Niveis de agua Teor de 6leo (%) Rendimento (mg planta)
(% ETc) AM NM AM NM
25 0,39aB 0,49 aA 12 bA 14 bA
75 0,30 bA 0,28 bA 27 aA 26 aA
100 0,27 bA 0,27 bA 28 aA 28 aA
125 0,30 bA  0,31bA 32aA 32aA
CV.% 9,61 12,53

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Quanto a composicdo quimica do 6leo essencial da espécie foram identificados 15
componentes quimicos no 6leo essencial das folhas de M. officinalis, sendo 0os componentes
citronelal (2,06£0,26 a 3,66+0,02%), neral (B-citral) (1,70£0,01 a 2,53+0,02%) e geranial (a-
citral) (2,53+0,00 a 3,27+0,02%) os majoritarios encontrados no 6leo essencial de todos os
tratamentos (Tabela 10). De maneira geral, ndo foram observadas diferencas qualitativas entre
os tratamentos, salvo a presenca de (E)-p-ocimeno nos menores niveis de &gua, 0s quais
atuam no mecanismo de defesa vegetal com suas propriedades alelopaticas e antifingicas nas
espécies (SOUZA FILHO et al., 2009; VASILAKOGLOU et al., 2013).

Com base em possiveis rotas biossintéticas propostas para o citral e citronelal em
Cymbopogon winterianus, o citral € precursor do citronelal (AKHILA, 1986). A partir da
razdo da concentracdo citral/ citronelal (Tabela 10) observou-se que os tratamentos com &gua
magnetizada apresentaram raz6es maiores que nos tratamentos com agua ndo magnetizada.
Esse resultado sugere que a agua magnetizada proporcionou a inibicdo da bioconverséo de

citral a citronelal. Com isto, plantas irrigadas com agua magnetizada em especial com 75% a
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125% ETc, acumularam maiores quantidades de citral. A atividade do citral € maior que a de
citronelal de acordo com Nhu-Trang et al. (2006).

Para entender a influéncia do tratamento de agua nos constituintes, uma PCA foi
usada para distinguir a diferenca dos tratamentos em relagdo a quantidade dos constituintes
principais. Os dados obtidos dos scores e loadings da PCA forneceram uma visdo conceitual
dos tratamentos, explicando um total de 98,51% da variac@o nos niveis de &gua magnetizada e
ndo magnetizada. O nivel de variacdo associado ao componente principal 1 foi de 77,81%,
enquanto o componente principal 2 explicou 20,70% da variacao (Figura 5).

Dois grupos foram observados com dgua magnetizada: um a 25% ETc e outro acima
de 75% ETc. A analise de loadings permitiu uma observacdo que niveis superiores a 75%
ETc, proporcionaram maior acimulo de citral (neral + geranial). Plantas irrigadas com baixos
niveis de 4gua magnetizada (25% ETc) tiveram maior concentragdo de citronelal. A anélise de
loadings indicou que neral e geranial tiveram uma correlagdo positiva. Estes resultados
sugerem que o nivel de agua magnetizada acima de 75% ETc influéncia a rota da sintese
desses monoterpenos. Este estudo mostra que o conteddo dos compostos pode mudar em M.

officinalis com o cultivo com &gua manetizada.
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Tabela 10- Efeito de diferentes niveis de irrigacdo (% ETc) com agua magnetizada (AM) e ndo magnetizada (NM) nos constituintes quimicos do
6leo essencial da matéria seca foliar de M. officinalis L. Lavras-MG, 2020.

Concentracdo do analito (mg mL™?) + DP

. - %ETC
Pico Constituintes 5% 5% 100% 125%
AM NM AM NM AM NM AM NM
1 1-Octen-3-ol 0,07+0,00 0,05+0,00 0,06+0,01 0,06+0,00 0,06+£0,01 0,06+0,00 0,06+0,01 0,07%0,00
2 6-Metil 5-hepten-2-ona  0,06£0,00 0,03+0,00 0,06+0,01 0,05+0,00 0,06+0,01 0,07+0,02 0,05+0,01 0,07+0,02
3 (E)-B-Ocimene 0,02+0,00 0,02+0,00 - - - - - -
4 Oxido de limoneno 0,16+0,00 0,10+0,00 0,09+0,00 0,10+0,01 0,09+0,02 0,12+0,04 0,08+0,01 0,12+0,03
S Citronelal 3,66+0,02 2,70+0,00 2,30+0,23 2,18+0,12 2,06+£0,26 2,28+0,35 2,32+0,07 2,71+0,05
6 Isogeranial 0,07+0,00 0,03+0,00 0,07+0,00 0,06+0,01 0,07£0,01 0,09+0,00 0,07+0,01 0,09+0,01
7 Nerol (cis-Geraniol) 0,06+0,00 0,05+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+£0,00 0,05+0,02 0,04+0,00 0,03%0,00
8 Neral (B-citral) 2,563+0,02 1,70+0,01 2,33+0,15 2,05+0,10 2,21+0,04 2,26+0,13 2,33+0,16 2,19+0,09
9 Geraniol 0,18+0,02 0,17£0,00 0,09+0,02 0,11+0,02 0,08+0,02 0,07+0,02 0,08+0,01 0,07+0,01
10 Citronelato de metila 0,07+0,00 0,08+0,01 0,04+0,01 0,05+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01 0,04+0,01 0,03%0,00
11 Geranial (a-citral) 3,27+0,02 2,53+0,00 3,04+0,21 2,64+0,14 2,95+0,17 2,91+0,28 3,07+0,18 2,77+0,08
12 Geraniato de metila 0,07+0,00 0,06+£0,00 0,05+0,01 0,06+0,01 0,05+0,01 0,05+0,01 0,05+0,00 0,04+0,00
13 Acetato de nerila 0,01+0,00 0,10+0,00 0,04+0,01 0,06+0,03 0,07+£0,03 0,05+0,02 0,06+0,00 0,02+0,02
14 Acetato de geranila 0,33+0,01 0,37£0,00 0,26+0,03 0,29+0,08 0,26+£0,06 0,19+0,03 0,24+0,02 0,14+0,02
15 Oxido de cariofileno 0,10+0,03 0,10+0,00 0,07+0,01 0,07+0,01 0,09+0,04 0,07+0,00 0,08+0,01 0,05+0,00
Citral (neral + geranial) 5,79 4,24 5,37 4,69 5,15 5,17 5,40 4,97
Geranial/ neral 1,29 1,49 1,30 1,29 1,33 1,29 1,32 1,26

DP: desvio padréo (n=3).
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Figura 5- Scores e loadings da andlise dos principais componentes (PCA) na correlacdo de matriz construida dos constituintes
majoritarios do 6leo essencial da matéria seca foliar de M. officinalis L. em diferentes niveis de irrigacdo (% ETc) com agua
magnetizada (AM) e ndo magnetizada (AC). Lavras-MG, 2020.
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4 CONCLUSAO

O aumento dos niveis de irrigacdo baseado na evapotranspiracdo da cultura favorece o
comprimento da parte aérea, maior acimulo de matéria seca de folhas, caules e raizes, além
de promover o maior rendimento de 6leo essencial de Melissa officinalis.

A irrigacdo com agua magnetizada no nivel 25% ETc favorece a manutencdo dos
pigmentos fotossintéticos. E nos niveis acima de 25% ETc promove o maior acumulo foliar
de nutrientes minerais, induz o aumento das proteinas solveis em folhas e favorece a sintese
dos constituitentes citral (neral + geranial) e citronelal no éleo essencial de M. officinalis. J& 0

teor de 6leo essencial é beneficiado pelo menor nivel de &gua ndo magnetizada.
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CAPITULO 3

REGULADORES DE CRESCIMENTO VIA FOLIAR AFETAM O CRESCIMENTO E
O OLEO ESSENCIAL DE Melissa officinalis L.

RESUMO

O teor minimo de 0,6% de Oleo essencial ¢ um dos principais pardmentro exigidos na
composicdo da droga vegetal de M. officinalis pela Farmacopeia Brasileira. Os métodos com
diferentes reguladores de crescimento tém sido utilizados para aumentar a producdo de
metabolitos secundarios de muitas espécies de plantas medicinais. O objetivo desse estudo foi
analisar o efeito de reguladores de crescimento em diferentes concentracfes sobre a producéo
de matéria seca, teor de fendis totais, no teor de proteinas sollveis, e no teor e composicédo
quimica do Oleo essencial de Melissa officinalis. Utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial com tratamento adicional 3x4 + 1, sendo trés reguladores de
crescimento [&cido naftaleno acético (ANA), benzilaminopurina (BAP) e &cido giberélico
(GAs)] versus as concentragdes 25, 50 e 100 g L™, mais o tratamento adicional (Agua destilada
+ Tween 80), com 4 repeti¢Oes. Os reguladores de crescimento nas diferentes concentragdes
influenciaram significativamente o crescimento de Melissa officinalis. Os reguladores GAs e
ANA na concentragdo 100 mg L™ favoreceram o comprimento da parte aérea e a area foliar
total da espécie. A aplicacdo foliar de BAP na maior concentracdo causou perda de
dominancia apical, mas a sua menor concentracdo favoreceu a concentracdo de proteinas
soltveis nas folhas. Os reguladores BAP e GAs na concentragdo de 25 mg L™ foram os que
tiveram maiores efeitos no acimulo de matéria seca da parte aérea, no rendimento de 6leo
essencial, no teor de fenois totais e no teor de citral de M. officinalis, sendo esses resultados
apenas inferior ao tratamento controle. A utilizagéo foliar de reguladores de crescimento nédo
sdo efetivos na producdo de matéria seca e teor de 6leo essencial de M. officinalis comparado
ao tratamento controle.

Palavras-chave: Erva cidreira.Compostos volateis. Citral.
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1 INTRODUCAO

A planta aromética Melissa officinalis L. (Lamiaceae) é originalmente encontrada em
paises da Europa e Asia, e facilmente cultivada em regiGes que possuem clima temperado,
como na regido sul e sudeste do Brasil, podendo ser propagada via semente, divisdo de
touceiras ou estacas, sendo esta Ultima a mais utilizada (WINIARCZYK et al. 2016; BRANT
etal., 2011).

A importancia econdémica dessa espécie esta associada as atividades bioldgicas e
farmacéuticas do 6leo essencial extraido das suas folhas, o qual é composto por Vvarios
constituintes como citronelal e citral, que comumente aparecem como componentes
majoritarios (PIRBALOUTI et al., 2019). Esse 6leo é de grande interesse para muitas
industrias para a fabricacdo de chas, condimentos, aromatizantes, cosméticos e produtos
farmacéuticos, devido as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdria, antibacteriana e
ansiolitica (SCHNITZLER et al., 2019; CHIEN et al., 2019).

Segundo Ganjewala, Gupta e Muhury (2012), a presenca do citronelal e do citral
(neral + geranial) como majoritarios na composi¢ao quimica do 6leo de M. officinalis € o mais
valorizado pelas industrias, principalmente para as farmacéuticas para a sintese de vitamina
A. O citronelal, pertencente ao grupo dos monoterpenos possui atividades contra nematoies e
fungicida (MEDEIROS et al., 2017; DE ARAUJO-FILHO et al., 2019). E o citral ¢ um
aldeido monoterpenoide derivado da mistura de neral e geranial muito utilizado nas industrias
alimenticias e de cosméticos, o qual possui efeitos antibacteriano, antiviral e antioxidantes
efetivos contra alguns agentes estressores (SCHNITZLER et al., 2019; GANJEWALA;
GUPTA; MUHURY, 2012; LONG et al., 2019).

A oferta continua de 6leos essenciais de qualidade é fundamental para a demanda do
mercado de produtos farmacéuticos, alimenticios e cosméticos (B1ZZO; HOVELL,
REZENDE, 2009). Dentre os varios fatores que afetam a qualidade e quantidade do éleo
essencial ttm-se os reguladores de crescimento vegetal que podem atuar de forma positiva ou
negativa na producdo de matéria seca e nas caracteristicas quimicas e produtivas do 6leo
essencial em plantas aromaticas (SUEHIRO et al., 2019; OPABODE; RAJI, 2019).

Alguns estudos demonstraram que reguladores vegetais como as auxinas, citocininas
e giberelinas, tém sido utilizados comercialmente em fungdo do objetivo econémico do
produtor, seja na producdo de matéria seca ou na qualidade e rendimento dos metabolitos
secundarios (AKBARI et al., 2018; YUAN et al., 2019, OPABODE; RAJI, 2019). Povh e

Ono (2006) verificaram em seu estudo que o regulador vegetal acido giberélico (GA3)
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promoveu aumento no rendimento de 6leo essencial de plantas de Salvia officinalis L., em
contrapartida a aplicacdo do benzilaminopurina (BAP) que diminuiram essa variavel. Em
relacdo ao regulador &cido a-naftaleno acético (ANA) estudos demonstram que essa
substancia quando aplicada externamente na planta afeta positivamente no crescimento da
parte aérea, assim como no sistema radicular e no rendimento do vegetal, melhorando a
absorcdo de alguns nutrientes como o calcio (ABBASI et al., 2013; ROSTAMI,
MOVAHEDI, 2016). Dessa maneira, considerando o baixo rendimento de 6leo essencial e a
importancia da aplicabilidade do oOleo essencial, realizou-se esse estudo com o objetivo de
analisar o efeito da aplicacdo de diferentes concentracfes de reguladores vegetais sobre o
crescimento, producdo de matéria seca e no teor e qualidade da composi¢do quimica do 6leo

essencial de Melissa officinalis.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Areade estudo e producdo de mudas

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Laboratério de culturas de
tecido do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras, MG,
situada nas coordenadas geograficas 21° 14’S e 45° 00W, a 918 m de altitude, no periodo de
setembro a dezembro 2018.

As mudas de Melissa officinalis L. foram obtidas a partir da retirada de estacas apicais
de 8 cm de plantas selecionadas e cultivadas in vitro durante 30 dias no Laboratério de
Cultura de Tecido do DAG da Universidade Federal de Lavras, sendo transplantadas para
bandejas de isopor de 128 células, preenchidas com substrato tropstrato HA sob irrigacdo em
casa de vegetacdo aclimatizada por 15 dias. Um material testemunho da espécie esta
depositado no Herbario ESAL, do Departamento de Biologia da UFLA e correspondem ao n°
22155.

Cada parcela foi constituida com 4 vasos plasticos com capacidade de 10 L contendo
uma mistura de Latossolo vermelho distrofico e areia na proporcéo 2:1 mais 450 g de esterco
de curral por vaso, onde as mudas com 3 a 4 pares de folhas e aproximadamente 10 cm foram
transplantadas. O substrato apresentou as seguintes caracteristicas: 191,84 K™ (mg dm3); 27,05
P (mg dm?3); 2,11 Ca*? (cmolc dm3); 0,77 Mg*?; 0,05AI™® (cmol. dm3); 0,81 H+AI*3; 7,6 pH:;
3,37 SB (cmolc dm3); 3,42t (cmolc dm3); 4,18T(cmolc. dm?); 80,67 V (%); 1,46 m (%); 2,67MO
(dag Kg™); 30,76 P-Rem (mg L).
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2.2  Delineamento e conducéo experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial com um tratamento adicional (3x3 +1) e quatro repeti¢fes, cada uma constituida por
quatro plantas. Os fatores estudados foram: tipos de reguladores de crescimento [GAsz (acido
giberélico), BAP (6-benzilaminopurina) e ANA (4cido naftaleno acético)] e niveis de
concentragdes (25, 50 e 100 mg L) e um controle como tratamento adicional (Agua destilada
mais Tween 80).

Foram realizadas 3 aplicagdes com intervalo de 15 dias durante o ciclo de 90 dias do
cultivo da espécie, sendo a primeira aplicacdo realizada com 45 dias apds o transplantio das
mudas. Foram preparadas 200 mg L™ de solucdo estoque no dia das aplicacdes, sendo
acrescentado 0,05 de regulador de crescimento. Para a diluicdo de GA e ANA foi utilizado a
base NaOH 0,5N e para a diluicdo do BAP foi utilizado o acido HCI 0,5N, sendo adicionado
20 pL de Tween 80 em cada solucdo como agente espalhante em cada tratamento. A partir da
solucéo estoque foram preparadas 100, 50 e 25 mg L™ para cada regulador, adicionando agua
destilada para completar um volume de 200 mL. Os tratamentos foram pulverizados via foliar

com o auxilio de um borrifador manual até o ponto de gotejamento da suspenséo.

2.3 Analise do crescimento, pigmentos fotossintéticos, proteinas e compostos fenélicos

Crescimento vegetativo: Aos 90 dias apds o transplantio foi avaliado o comprimento
da parte aérea das plantas (CPA-cm), medida com o auxilio de fita métrica. Para obtencdo de
matéria seca de folhas, caules e raizes foram acondicionados em papel craft mantidos em
estufa de secagem a 45 °C durante 72 h, pesando-se em seguida em balanga analitica, sendo o
resultado expresso em gramas. A area foliar total foi realizada com todas as folhas de trés
plantas de cada tratamento. Utilizou-se o integrador modelo 3100 LI, e expresso em
centimetros quadrados. A razdo de area foliar (RAF) expressa como a area foliar Gtil (AF) por
materia seca total (MST). A area foliar especifica (AFE) expressa como area foliar util (AF)
por matéria seca da folha (MSF). E o peso especifico de folha (PEF) expresso como matéria
seca da folha (MSF) por area foliar atil (AF). A razdo de peso de folha (RPF) é expressa como
matéria seca de folha (MSF) por matéria seca da parte derea (MSPA).

Pigmentos fotossintéticos: para a determinacdo de clorofila a, b, total (a+b) e
carotenoides foram retiradas trés folhas completamente expandidas da parte superior da planta

gue foram envoltas com papel aluminio e armazenadas em caixa de isopor com gelo. A
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quantificacdo desses pigmentos foi realizada segundo o método desenvolvido por Hiscox e
Israelstam (1979) com adaptacGes propostas por Barnes et al. (1992). Para isso, foram
utilizadas 50 mg de folhas frescas rasuradas, adicionadas em tubos de Falcon cobertos com
papel aluminio e incubadas com 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) na proporcio de 5 g L™
saturado com carbonato de célcio (CaCO3), em estufa a 65 °C por 48 h, conforme o
protocolo de Santos et al. (2008). Apds agitadas por quatro horas, filtradas e centrifugadas,
trés aliquotas de 3 mL de cada amostra foram transferidas para uma cubeta de quartzo, sendo
os valores determinados com base nas leituras das absorvancia em 480, 649 e 665 nm lidos
em espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de
processamento de dados I-Control® (versdo 3.37), versus 0 DMSO saturado em branco. A
partir dessa leitura, quantificou-se o teor dos pigmentos (mg g Matéria Fresca) utilizando-se
as equacOes baseados na metodologia de Wellburn (1994), sendo: Clorofila a 49 = (12,47 X
Asss) - (3,62 X Asag); Clorofila b es5 = (25,06 X Asag) - (6,5 X Ases); Carotenoides ago= (1000 x
Augo - 1,29 x clrofila a - 53,78 x clorofila b)/220. Clorofila total= Clorofila a + Clorofila b,
onde A= absorbancia das amostras lidas ho comprimento de onda correspondente.

Proteinas solGveis: foram amostradas 15 mg de folhas de cada tratamento em
triplicata, sendo o teor determinado conforme metodologia descrita por Bradford (1976). As
leituras foram efetuadas no espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO na absorvacia a
595 nm e comparadas com a curva-padrdo de soro albumina bovina (BSA) com a
concentracdo final de 5ug pL™. Essa foi ajustada por regressdo linear resultando na equacao:
y = 0,0034x + 0,2701 (R? = 0,9917) (Figura 1). A partir dessa, foi determinada a

concentragéo de proteina foliar, expressa em mg mL™ extrato proteico.

Figura 1 — Curva-padrao de soro albumina bovina (BSA), com coeficiente linear (R?)

1,2
y =0.0034x +0.2701 e
~ 1 R2=0.9917 0.®
0.8 d
e}
..

5 0.6
504 -
¥a) @*
<02

0

0 50 100 150 200 250 300

Concentracio de BSA pg/mL



56

Fenois Totais: 50 mg de folhas secas pulverizadas foram adicionadas em microtubo
de 2 mL extraidas com 1 mL de Etanol 92,8° GL, sendo a solucdo agitada em vortex e
posteriormente levadas para sonicar por 10 minutos. ApoOs isso, 0 extrato etandlico foi
centrifugado por 15 minutos a 12000 rpm, sendo retirado o sobrenadante e adicionado em
frasco ambar identificado pela amostra correspondente do tratamento. No precipitado
resultante do extrato etandlico foram adicionados mais 1 mL, e submetidos em mais um ciclo
de sonicacdo e centrifugacdo. A solucdo resultante foi diluida em 16 vezes em etanol. Em
microplacas foram adicionadas 50 pL da solucdo etanolica vegetal, acrescido de 100 pL de
reagente de Folin-Ciocalteau 10% e carbonato de sodio a 7 %, sendo esse adicionado apos 2
minutos. Os fendis foram quantificados pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau
(SINGLETON, 1999) utilizando &cido galico como padrdo. A andlise foi realizada em
quintuplicata e os resultados expressos como média + desvio padrdo em mg de equivalentes

de acido galico (GAE) por g de matéria seca de folha.

2.4  Extracao, teor e rendimento do 6leo essencial

Para obtencdo do Oleo essencial, 50 g de folhas secas em triplicata para cada
tratamento foram adicionadas em baldo de destilagio de 2L, sendo posteriormente
acrescentados 1000 mL de agua destilada e posto para hidrodestilar por 1h em aparelho de
Clevenger modificado. O hidrolato obtido foi submetido & parti¢do liquido-liquido em funil
de separacdo, realizando-se trés lavagens com diclorometano (3 x 5 mL). A fase organica foi
reunida e tratada com o sal sulfato de magnésio anidro por cerca de 5 min para a absor¢do de
residuos de umidade, filtrando-o0 posteriormente. ApGs a evaporacdo do solvente
diclorometano em temperatura ambiente sob capela de exaustdo de gases, o 6leo essencial
obtido foi recolhido em frascos ambar hermeticamente fechados, identificados e previamente
pesados em balanca digital, com sensibilidade 0,0001g, e por diferenca de massa do frasco,
antes e apo6s a adigédo do 6leo, foi obtida a sua massa em mg.

Determinou-se o teor de 6leo essencial (ML100 g de biomassa seca?), utilizando-se a
formula: TOE% = (massa do 6leo (g)/50g) x 100, e o rendimento do dleo (g planta™) do 6leo
essencial: RE = (massa do 6leo (g)/50g) x massa seca das folhas/planta (g). Os frascos
contendo os 6leos essenciais foram armazenados em freezer a 4 °C, até 0 momento da analise

quimica dos constituintes quimicos.



57

2.4.1 Anadlise quantitativa e qualitativa dos constituintes quimicos

As andlises quantitativas dos constituintes quimicos dos oOleos essenciais foram
realizadas em triplicatas no Laboratério de Plantas Medicinais e Fitoquimica da UFLA.
Utilizou-se a técnica de separacdo por Cromatografia Gasosa (CG) com um detector de
lonizagdo em Chama (CG-DIC), no equipamento Agilent® 7890A, operado com sistema de
processamento de dados MSD CHEM Station Ver. E.02.02.1431, equipado com
injetor/amostrador automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic AG,
Switzerland). Para o preparo das amostras, utilizou-se 10 pL de solugédo estoque de Carvacrol
como padrdo interno, adicionado as massas conhecidas do 6leo essencial, diluindo-se com 1
mL de acetato de etila. O volume de injecdo foi de 1,0 pL, no modo split a uma razéo de
injecdo de 50:1.

Os oOleos essenciais foram analisados empregando coluna HP-5MS (30m de
comprimento x 250 pm de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme - Califérnia,
EUA), utilizando-se gas hélio para o arraste dos constituintes, com fluxo de 1,0 mL.min. As
temperaturas do injetor e do detector foram na faixa de 240° e 300 °C. A temperatura inicial
do forno foi de 60 °C, com uma rampa de temperatura de 3 °C min* até 240°C, seguido de
uma rampa de 10°C min* até 280°C.

As anélises qualitativas foram realizadas pela técnica de separacdo por Cromatografia
Gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), utilizando-se um cromatégrafo
Agilent® 7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent
Technologies, California, EUA), operado por ionizacdo de impacto eletrénico a 70 eV, em
modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisi¢cdo de massas de 40-
400 m/z.

Os constituintes quimicos foram identificados por comparacdo dos seus indices de
retencdo relativos a co-injecdo de uma solucdo padrdo de n-alcanos (C8-C20) e/ou por
comparacgdo dos espectros de massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST,
2008) e de literatura (ADAMS, 2017). Os indices de retencdo foram calculados usando a
equacdo de Van de Dool e Kratz (1963) e para as atribui¢cbes foram consultados indices de
retencdo descritos em literatura (ADAMS, 2017).
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25 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro por meio do
programa estatistico SISVAR® 5.0 (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Crescimento vegetativo

Houve interacdo significativa dos fatores reguladores de crescimento e concentracao
para a producdo de matéria seca (Tabela 1). A menor produgdo de matéria seca de plantas de
M. officinalis foi observada com aplicacdo de ANA. Em relacdo ao BAP todas as matérias
secas decresceram nas maiores dosagens aplicadas, no entanto as matérias secas desse
regulador foram maiores em relacdo a aplicacdo de ANA. Aplicacdio de GAsz nas
concentragfes mais altas induziu um aumento da matéria seca do caule de 11,67 para 14,84 g
planta e consequentemente da matéria seca da parte derea. Na Figura 2 observa-se maior

crescimento da parte derea e ramos mais jovens com aplicacdo da GAs.

Tabela 1- Efeito da aplicacdo foliar do tipo de reguladores (ANA, BAP e GAz) e
concentracdes no crescimento vegetativo de M. officinalis L. Lavras, MG, 2020.

Regulador Concentragéo (mg L )

de 25 50 100

Crescimento Matéria seca da folha (g plantat)

ANA 9,13 cB 9,53 bB 14,61 aA
BAP 18,46 aA 14,29 aB 13,36 aB
GA 14,14 bB 13,97 aB 12,63 aB

Controle 19,48
C.V (%) 12,24
Matéria seca do caule (g planta?)

ANA 7,99 bA 7,94 cA 7,70 cA
BAP 9,91 aA 10,06 bA 9,99 bA
GA 11,42 aB 13,64 aA 14,46 aA

Controle 9,66
C.V (%) 12,29
Matéria seca da raiz (g planta)
ANA 8,57 bA 9,80 aA 10,67 aA

BAP 10,46 aA 10,14 aA 9,31 aA
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GA 12,20 aA 9,52 aB 7,91 bB
Controle 11,31 aB
CV (%) 14,45
Matéria seca da parte aérea (g planta™)

ANA 17,12 bC 17,48 bC 22,32 bB
BAP 28,37 aA 24,36 aB 23,35 bB
GA 25,56 aA 27,61 aA 27,10 aA

Controle 29,14
C.V (%) 9,44
Matéria seca total (g planta?)

ANA 25,69 bC 27,28 bC 33,01 aB
BAP 38,84 aA 34,51 aB 32,67 aB
GA 37,76 aA 37,13 aA 35,00 aA

Controle 40,45
C.V (%) 8,7
R:PA

ANA 0,50 aA 0,56 aA 0,49 aA
BAP 0,37 bA 0,42 bA 0,40 bA
GA 0,48 aA 0,35 bB 0,29 cB

Controle 0,39
C.V (%) 13,66

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Conforme Akbari et al. (2018), a citocinina quando aplicada em doses adequadas
promove o estimulo de brotagdes laterais. Isto estimula maior producdo de folhas, pois em
muitas espécies esse hormodnio quebra a dominancia apical, e promove o crescimento das
gemas axilares. Este fenbmeno também pode ser promovido pela giberelina. Em M. officinalis
o0 estimulo de brotac@es laterais foi mais observado com aplicacdo da giberelina (GA3) do que
com a citocininas (BAP). Além disso, a citocinina também é responsavel pela regulacdo do
crescimento radicular sendo seu efeito dependente da concentracdo, pois em algumas espécies
as doses elevadas desse hormdnio inibiram o crescimento radicular por meio do estimulo da
biossintese do etileno que reduz o tamanho do meristema radicular e o comprimento da célula
(ZOU et al., 2018). Em M. officinalis a menor matéria seca de raiz (7,91 g planta™) foi
observada com aplicacdo de giberelina na maior dosagem e, consequentemente, a menor

relacdo raiz e parte &erea (R:PA 0,28).
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Figura 2- Aspecto geral de planta de M. officinalis cultivada sobre o efeito de diferentes
concentracdes e tipo de reguladores de crescimento.

Controle ANA

Foto: José Eduardo Brasil Pereira Pinto

Houve efeito interativo entre regulador de crescimento e concentracdo sobre o
comprimento da parte aérea, area foliar total e razdo de area foliar (RAF) de M. officinalis. A
aplicacdo de 100 mg L™ de GA; foi 0 mais efetivo no crescimento da parte aérea da espécie, a
qual atingiu em média 52,06 cm quando comparada as concentragcbes de BAP e ANA que
variaram de 37,50 a 44,56 cm, bem como as plantas controle (37,06 cm) (Tabela 2).
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Tabela 2- Efeito da aplicacdo foliar dos reguladores de crescimento (ANA, BAP e GAz) com
diferentes concentracdes, na altura, area foliar e razéo area foliar de M. officinalis L.
Lavras, MG, 2020.

Regulador Concentragéo (mg L -%)
de 25 50 100
Crescimento Comprimento da parte aérea (cm)
ANA 43,00 aA 43,56 bA 44,56 bA
BAP 3750b B 41,56 bA 28,44 bC
GAz 44,43 aC 47,87 aB 52,06 aA
Controle 37,06
C.V (%) 3,44
Area foliar total (cm?)
ANA 866,57 bB 1994,74 aA 1652,10 bA
BAP 1736,44 aA 1253,43 bB 1123,50 cB
GAz 1977,03 aA 1920,64 aA 2343,68 aA
Controle 1692,97
C.V (%) 16,07
RAF (cm2g?)
ANA 34,59 aB 74,05 aA 48,26 bB
BAP 42,76 aA 35,88 bA 33,66 bA
GAz 53,82 aB 51,12 bB 68,27 aA
Controle 42,23
C.V (%) 18,82
AFE (cm2g?)
ANA 97,00 bB 212,93 aA 106,47 bB
BAP 87,25 bA 85,69 bA 82,63 bA
GAz 141,29 aA 135,66 bA 176, 62 aA
Controle 88,24
C.V (%) 25,75
PEF (cm2 g1)
ANA 0,006 aA 0,003 bB 0,005 aA
BAP 0,006 aA 0,007 aA 0,007 aA
GAz 0,004 bB 0,004 bB 0,003 bB
Controle 0,006
C.V (%) 19,58
RPF
ANA 0,53 bB 0,54 bB 0,65 aA
BAP 0,65 aA 0,58 aB 0,57 bB
GA 0,55 bB 0,50 bC 0,46 cC

0,67
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C.V (%) 573

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Com aplicacdo do GAs foi observado maior numero de folhas de tamanho menor que
0s outros tratamentos (Figura 2). Consequentemente obteve-se um maior valor de area foliar
total de 2.343,68 cm? em plantas submetidas a 100 mg L' GAs. A maior concentracio de
BAP provocou a perda de dominancia apical na espécie diminuindo o comprimento da parte
aérea da planta, induzindo brotagdes axilares com maior nimero de folhas e menor &rea foliar.

A variacdo da razdo de area foliar (RAF) de M. officinalis L., submetida aos diferentes
tratamentos com reguladores de crescimento vegetal, pode ser observada na Tabela 2. A RAF
expressa a area foliar Gtil para a fotossintese e matéria seca total. Esta, indica a area foliar que
esta sendo usada pela planta para produzir um grama de matéria seca (BENINCASA, 2003).

De maneira geral, os tratamentos com aplicacdo de GAs e ANA, promoveram aumento
da RAF. Este comportamento representa evidéncia de que essas plantas apresentaram
crescimento com aplicacdo desses reguladores. Normalmente a RAF é mais alta no inicio do
ciclo vegetativo, decrescendo, posteriormente, com a maturacdo da planta. Aplicagcdo do BAP
induziu uma queda na RAF significando que quantidade de assimilados destinados as folhas
diminuiu. As plantas ndo tratadas (controle) apresentaram valores da RAF proximo ao
tratamento com BAP.

A area foliar especifica (AFE) é um componente morfolégico e anatdbmico da RAF,
porque relaciona a superficie com o peso de matéria seca da folha (BENINCASA, 2003). No
geral foi observado maior AFE na aplicacdo de ANA e GAs, onde também foi encontrado
para estes reguladores maior area foliar e menor matéria seca de folha (Tabela 2). Infere-se
que as plantas investiram, relativamente, maior proporcao de fotoassimilados no aumento da
area foliar, neste caso devido maior numero de folhas, para maximizar a captacdo da luz
disponivel. Geralmente o inverso AFE indica a espessura da folha que é o peso especifico da
folha (PEF). Neste caso, os menores valores para PEF foram encontrados com aplicacdo de
ANA e GA; inferindo que estas sdo mais delgadas em relacdo ao tratamento com BAP, onde
foram encontrados maiores valores para PEF.

As plantas de M. officinalis com aplicagdo de reguladores de crescimento
comportaram como plantas cultivadas na sombra. Lambers et al. (1998) relataram que no
cultivo com sombreamento, as folhas sdo mais delgadas, maior area foliar especifica (AFE) e
folhas com menor matéria seca. Berlyn e Cho (2000 ) reportaram que plantas sombreadas

aumentam o AFE onde esta diretamente relacionado com as altera¢cBes anatdmicas como
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cuticula e epiderme mais delgadas, menor espessura de mesofilo e de parénquima paligadico.
Em relagdo a razdo de peso de folha (RPF) observou-se que aplicagdo de BAP no geral
resultou em maiores valores. Este resultado demosntra que as plantas submetidas a aplicacao
de BAP acumularam maior matéria seca na folha.

As giberelinas, principalmente a GAsz tem sido um dos principais hormonios vegetais
pulverizados de forma exdgena para estimular o maior crescimento, floracdo, producéo e
retardo da senescéncia em muitas culturas agricolas, uma vez que ela estd associada ao
crescimento e melhor absorcdo de minerais, como fésforo, célcio, potassio e magneésio
(ZULFIQAR et al., 2019; RAMESH et al., 2019; OPABODE; RAJI, 2019). Todavia, segundo
Suehiro et al. (2019) a amplitude do efeito de GAsz assim como do BAP, dependem das
condicdes experimentais, incluindo ano e planta, pois quando em alta concentracdo esses
horménios estimulam a biossintese de etileno, o qual € responsavel pela maturacdo dos 6rgaos

vegetais e, consequentemente, 0 amadurecimento dos 6rgaos.

3.2  Pigmentos fotossintéticos

Aplicacdo de diferentes reguladores de crescimento afetaram significativamente os
teores de pigmentos fotossintéticos e as dosagens ndo tiveram efeito siginificativo (Tabela 3).
Verificou-se que a aplicacdo de ANA nas plantas induziu maior teor de clorofilaa (1,13 mg g’
L MF), clorofila b (0,53 mg g MF), total (1,65 mg g* MF) e carotenoides (0,35 mg g™ MF),

ndo diferindo apenas do tratamento controle (Tabela 3).

Tabela 3- Teor de pigmentos fotossintéticos de folhas de M. officinalis sob diferentes
concentracgdes e tipos de reguladores crescimento vegetal.

Clorofilaa Clorofilab Clorofila total Carotenoide
Fatores

mg gt MF
Regulador
ANA 1,13 a 0,53a 1,65a 0,35a
BAP 1,02 b 0,44 Db 1,46 b 0,30b
GA 0,96 b 0,41b 1,37b 0,30 b
Controle 1,15a 0,46 Db 159a 0,34 a
Concentragéo (mg L -)

25 1,02 ns 0,48 ns 1,50 ns 0,32 ns
50 1,00 ns 0,46 ns 1,47 ns 0,31 ns
100 1,07 ns 0,44 ns 1,51 ns 0,31 ns

CV.% 12,13 18,55 11,12 9,76

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05). ns- néo significativo.
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O aumento dos pigmentos fotossintéticos pode estar associado a uma dependéncia
direta desses horménios nos processos bioldgicos relacionado ao teor de clorofila e
crescimento vegetal (OPABODE; RAJI, 2019). Conforme Yuan et al. (2019) o aumento da
auxina ativa os mecanismos genéticos envolvidos na sintese de clorofila e carboidratos, o que
facilita o crescimento vegetal. No entanto, no caso com a M. officinalis a auxina aplicada

(ANA) induziu menor acimulo de matéria seca.

3.2  Teor de proteina e fenois totais

As proteinas foliares de M. officinalis foram afetadas significativamente pela interacéo
entre as concentracOes e os tipos de reguladores de crescimento (Tabela 4). A pulverizagao
de BAP a 25 mg L™ favoreceu a concentracgio de proteina foliar (0,53 mg mL™?), assim como

0 ANA em concentragdes crescentes. A aplicagdo de GAz por sua vez reduziu essa variavel .

Tabela 4- Efeito de diferentes concentragcdes e tipos de reguladores de crescimento na
concentracdo de proteinas soluveis totais de folhas secas de M. officinalis
cultivada no periodo de 90 dias. Lavras, MG, 2020.

Concentracéo (mg L -?)

Regulador 25 50 100
Proteinas sollveis totais (mg mL™)

ANA 0,24 bB 0,27 bB 0,31aA
BAP 0,53 aA 0,34 aB 0,33aB
GA 0,14 cA 0,14 cA 0,16 bA

Controle 0,25

CV % 0,71

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). £DP.

Conforme o estudo de WILSON-GARCIA et al. (2008), a aplicagcdo de BAP em
concentragdes reduzidas (0,1 mM) é capaz de atrasar a senescéncia foliar de agumas especies,
0s quais relacionaram tal acdo ao aumento do teor de proteinas brutas nas folhas. Assim,
concentragdes elevadas desse regulador de crescimento quando pulverizados via foliar pode
ter ocasionado um efeito oxidativo em M. officinalis reduzindo o seu teor proteico.

Os maiores teores de fendis totais de M. officinalis foram obtidos em plantas
pulverizadas com GAs e BAP em doses crescentes, ndo diferindo apenas do tratamento
controle. Por outro lado, o regulador ANA afetou de maneira decrescente o contetdo fendlico

das folhas da espécie (Tabela 5).



65

Tabela 5- Efeito de diferentes concentracdes e tipos de reguladores de crescimento vegetal
no conteldo de fenois totais de M. officinalis cultivada no periodo de 90 dias.
Lavras, MG, 2020.

Concentracéo (mg L -1)

Regulador 25 50 100
Fendis totais (mg EAG/Q)
ANA 42,88 bB 40,71 bB 40,62 bB
BAP 45,08 bB 47,07 bB 52,54 bA
GAs 52,63 aB 54,17 aB 57,68 aA
Controle 63,13
CV % 7,38

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Conforme Hu et al. (2018) e Almughraby, Kalimullin e Timofeeva (2019), a aplicagdo
exogena de acido giberélico GAsz aumenta a capacidade antioxidante do vegetal, por meio da
manutencdo e sintese dos compostos fenolicos como flavonoides e acidos fendlicos. A espécie
M. officinalis é uma das plantas medicinais que apresenta altos teores de compostos fenélicos,
sendo o é&cido rosmarinico e os flavonoides um dos principais responsaveis por sua
capacidade antioxidante (PISTELLI et al., 2019; SAFARI; AKRAMIAN; SALEHI-
ARJMAND, 2020). O &cido rosmarinico é encontrado em grande quantidade na espécie M.
officinalis, o qual possui atividade antioxidante, antibacteriana e antiflngica, sendo relatado
como requisito na atuacdo farmacoldgica da espécie (CALEJA et al., 2018; ERTAS; YENER,
2020).

3.3  Teor, rendimento e composi¢ao quimica do 6leo essencial

Aplicacdo de diferentes tipos e dosagens de reguladores de crescimento ndo afetou o
teor de Oleo essencial em M. officinalis variando de 0,44 a 0,47% (Tabela 6). Houve efeito
isolado do fator concentragdo sobre o rendimento de Oleo essencial da espécie. As
concentragdes 25 e 100 mg L * foram as mais efetivas, variando de 0,061 a 0,064 g planta?,
respectivamente, ja em relagdo aos reguladores o efeito da aplicacdo controle foi superior aos
demais.

Em alguns estudos com espécies da familia Lamiaceae, a aplicacdo de reguladores de
crescimento promoveu maior teor de Oleo essencial. Povh e Ono (2006), por exemplo, ao

aplicarem GAz em Salvia officinallis L. obtiveram um aumento no teor de 6leo essencial da
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espécie, sendo o BAP ineficaz para a varidvel resposta. Por sua vez Rabiei, Bahador e
Kordrostami (2018) obtiveram aumentos significativos no teor de Oleo essencial e na
concentracdo de alguns monoterpenos de Thymus vulgaris L. Além do tipo de regulador de
crescimento utilizado e sua concentracdo, o teor de Oleo de M. officinalis é dependente

também do seu genotipo e idade da planta, sendo um teor relativamente baixo (0,01 a 0,35%).

Tabela 6- Efeito de diferentes concentracdes e tipos de reguladores de crescimento vegetal
no teor e rendimento de 6leo essencial de M. officinalis cultivada no periodo de
90 dias. Lavras, MG, 2020.

Teor de 6leo Rendimento
Fatores %) A
Regulador
ANA 0,47 ns 0,053 b
BAP 0,44 ns 0,065 b
GA 0,44 ns 0,060 b
Controle 0,44 ns 0,082 a
Concentragdo (mg L 1)
25 0,45 ns 0,061 a
50 0,43 ns 0,055 Db
100 0,48 ns 0,064 a
CV% 18,36 19,54

Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05). ns-ndo significativo.

Observa-se que a concentracdo de 100 mg L™ de BAP ndo promoveu a sintese do
constituinte citronelal (Tabela 7). Fatores externos como a aplicacdo de reguladores de
crescimento, a exemplo a citocinina e auxina afetam a biogénese de terpendides, elevando ou
inibindo o seu conteddo em algumas espécies (KRUMOVA et al., 2013; DANOVA et al.,
2018). No estudo de Hazzoumi; Moustakime e Amrani Joutei (2014) com O. gratissimum L, a
aplicacdo dos reguladores é&cido giberélico (GA), acido indole 3-acético (ANA) e
benzilaminopurina (BAP) promoveram um aumento na composicdo quimica de alguns

componentes do seu 6leo essencial.



Tabela 7- Composicdo quimica do 6leo essencial de M.

BAP e GA.
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officinalis submetida a diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento ANA,

Concentracgéo do analito (mg. mL?) + DP

Pico Constituintes Controle 25mg L 50 mg L* 100 mg L*
ANA BAP GA ANA BAP GA ANA BAP GA
1 1-Octen-3-ol 0,02+0,00 0,04+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00 0,04+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 0,03+0,00
2 6-Metil-5-hepten-2-ona  0,02+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00 0,05+0,00 0,04+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00
3 Oxido de limoneno 0,02+0,00 0,05+0,00 0,01+0,01 0,02+0,00 0,02+0,00 0,01+0,01 0,04+0,00 0,01+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00
4 Citronelal 0,85+0,00 0,94+0,03 0,92+0,01 0,93+0,00 0,83+0,00 0,72+0,01 0,41+0,06 0,93+0,00 - 0,81+0,00
5 Isogeranial 0,04+0,00 0,03+0,00 0,03+0,01 0,04+0,00 0,03+0,00 0,03+0,01 0,05+0,00 0,03+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00
6 Nerol (cis-Geraniol) - 0,02+0,00 - 0,05+0,00 - - 0,03+0,00 - - 0,02+0,00
7 Neral (B-citral) 2,38+0,02 2,33+0,09 2,66+0,07 2,90+0,20 2,94+0,21 2,66+0,07 2,68+0,18 2,31+0,25 2,53+0,20 2,65+0,03
8 Geraniol - 0,05+0,00 - - - - - - - -
9 Citronelato de metila - - - - - - 0,05+0,01 - - -
10 Geranial (o-citral) 3,77+0,03 3,17+0,13 4,09+0,11 4,34+0,31 4,28+0,29 4,09+0,11 3,84+0,27 3,37+0,35 3,86+0,30 3,68+0,04
11 Geraniato de metila 0,12+0,01 0,12+0,00 0,17+0,03 0,15+0,01 0,16+0,01 0,17+0,03 0,10+0,01 0,13+0,01 0,11+0,01 0,11+0,00
12 Acetato de geranila 0,50+0,01 0,02+0,00 0,47+0,03 0,43+0,04 0,41+0,03 0,47+0,03 0,35+0,02 0,37+0,05 0,47+0,04 0,43+0,01
13 Oxido de cariofileno - - 0,26+0,03 0,52+0,04 0,30+0,02 0,26+0,03 - 0,18+0,01 0,05%0,01 -
Citral (neral + geranial) 6,15 55 6,75 7,24 7,22 6,75 6,52 5,68 6,39 6,33
Geranial/neral 1,58 1,36 1,54 1,50 1,45 1,54 1,43 1,46 1,52 1,39

DP: desvio padrdo (n=3).
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4 CONCLUSAO

O BAP e GAz quando pulverizados nas menores concentragdes favorece o acimulo de
matéria seca da parte aérea de M. officinalis, o rendimento de dleo essencial, o teor de fenois
totais e o teor de citral na espécie, sendo esses resultados apenas inferior ao tratamento

controle.
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CAPITULO 4

ELICITORES AFETAM O CRESCIMENTO E OS TEORES DE OLEO ESSENCIAL
EM Melissa officinalis L.

RESUMO

Os elicitores desempenham papéis fundamentais na defesa do vegetal e no seu
desenvolvimento, promovendo o aumento de metabolitos secundarios em muitas especies em
resposta a agentes estressores. O objetivo deste estudo foi determinar o efeito da aplicacéo
foliar de diferentes tipos e concentracGes de elicitores na producdo de matéria seca, de
pigmentos fotossintéticos, de proteinas solUveis totais, de fendis, assim como no teor,
rendimento e composicdo quimica do o6leo essencial em Melissa officinalis. Foram
conduzidos trés experimentos em ambiente protegido no periodo de 90 dias. O delineamento
foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes, sendo os tratamentos constituidos da
aplicacdo foliar de metil jasmonato (0, 0,5, 2 e 8mM), &cido salicilico (0, 0,25, 0,5 e 1,0 mM)
e quitosana (0, 2, 4 e 6g L?). A aplicacio foliar de metil jasmonato em concentracoes
elevadas promoveu maior crescimento da parte &rea da planta, assim como no contetido
proteico, dos fendis totais e no teor e rendimento de 6leo essencial. Além desses parametros,
as maiores concentracdes de acido salicilico favorecem o acumulo de matéria seca foliar e a
concentracdo de citral (neral + geranial) e citronelal no 6leo essencial da espécie. A maior
concentracdo de quitosana por sua vez afetou somente a concentracdo de geranial e os fendis
totais. Pode-se dizer que a aplicacdo exdgena de acido salicilico em plantas de M. officinalis
pode favorecer significativamente a produgdo de matéria seca foliar e a composicdo quimica
dos constituintes majoritarios do seu 6leo essencial.

Palavras-chave: Erva-cidreira. Matéria seca. Metabdlito secundario.
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1 INTRODUCAO

Cidreira verdadeira como é conhecida popularmente a Melissa officinalis L.
(Lamiaceae) é uma planta perene herbéacea originaria da Europa e da Asia que produz 6leo
essencial com suave aroma de limdo, presente principalmente nas folhas (LORENZI;
MATQOS; FRANCISCO, 2008). O seu valor terapéutico tem sido evidenciado e comprovado
pelos avangos cientificos, em virtude principalmente de sua atividade antioxidante e
ansiolitica (SWIDER; STARTEK; WIJAYA, 2019).

Com o0s avangos nas pesquisas, 0 interesse comercial pelos Oleos essenciais
principalmente os com propriedades terapéuticas tem crescido expressivamente em todo o
mundo. Dentre os maiores paises consumidores tem-se 0s EUA, a Franca e outros da Unido
Europeia que os utilizam em composicbes farmacéuticas, na perfumaria, como
aromatizadores de alimentos e em produtos cosméticos, além de comercializarem varias
substancias dos 06leos em forma purificada, como limoneno, citral, citronelal, eugenol e
mentol (VASISHT; SHARMA; KARAN, 2016).

A espécie M. officinalis é muito utilizada pelo ramo farmacéutico, e dentre as varias
substancias que compdem o seu 0Oleo essencial tem-se o citronelal e o citral (neral + geranial)
gque comumente aparecem como constituintes majoritarios. Todavia, apesar do seu
significativo valor terapéutico, os teores do Oleo essencial dessa espécie ainda sdo muito
baixos (0,01- 0,35%), sendo necessario investir em técnicas que visam uma boa produtividade
de biomassa associada com a qualidade e teor de 6leo essencial (MIRAJ; AZIZI; KIANI,
2016; KITTLER et al., 2018).

A utilizacdo de substancias elicitoras tem sido alvo de pesquisa como uma possivel
técnica que possa promover maior rendimento e qualidade das culturas agricolas. Estudos
recentes indicam que a aplicacdo exdgena de substancias como o Acido Salicilico (AS), Metil
Jasmonato (MJ) e Quitosana QT podem afetar de maneira positiva 0 crescimento e
rendimento das plantas, uma vez que esses fitohormonios sdo produzidos naturalmente como
mecanismo de defesa (DOUSSEAU et al., 2016; GORNI et al, 2017;TAHERI, 2019).

A elicitagdo dessas substancias tem sido utilizada principalmente para melhorar a
guantidade e qualidade de compostos bioativos nos vegetais, todavia o efeito desses elicitores
nas concentragfes propostas ndo foram estudados em M. officinalis. Portanto, objetiva-se
verificar o efeito da aplicacdo foliar de metil jasmonato (MJ), &cido salicilico (AS) e

quitosana (QT) em diferentes concentracbes na producdo de matéria seca, pigmentos
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fotossinteticos, proteinas sollveis totais, fendis, assim como teor, rendimento e composi¢do

quimica do 6leo essencial em Melissa officinalis.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Areade estudo e producdo de mudas

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Laboratorio de culturas de
tecido do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras, MG,
situada nas coordenadas geograficas 21° 14’S ¢ 45° 00W, a 918m de altitude, no periodo de
maio a agosto de 2019.

As mudas de Melissa officinalis L. foram obtidas pela técnica de estaquia, a partir da
retirada de estacas apicais de 8 cm de plantas selecionadas e cultivadas in vitro durante 30
dias no Laboratério de Cultura de Tecido do DAG da Universidade Federal de Lavras. Apos
30 dias de cultivo, as mudas foram transplantadas para bandejas de isopor de 128 células,
preenchidas com substrato comercial e mantidas sob irrigacdo em casa de vegetacao
aclimatizada por 15 dias. Um material testemunho da espécie estd depositado no Herbario

ESAL, do Departamento de Biologia da UFLA e correspondem ao n° 22155.
2.2  Condicg0Oes experimentais da elicitacéo

As mudas foram transplantadas com 3 a 4 pares de folhas e aproximadamente 10cm de
altura para vasos plasticos de 10 L, os quais foram preenchidos com uma mistura de latossolo
vermelho distrofico e areia na proporcéo 2:1 mais 450 g de esterco de curral por vaso. Essa
mistura apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: 191,84 K* (mg dm=); 27,05 P (mg
dm3); 2,11 Ca*?(cmolc dm?3); 0,77 Mg*?; 0,05AI*3 (cmol. dm3); 0,81 H+AI*3; 7,6pH; 3,37 SB
(cmolc dm3); 3,42t (cmolc dm3); 4,18T(cmolc dm™3); 80,67 V (%), 1,46 m (%); 2,67MO (dag
Kg™); 30,76 P-Rem (mg L™).

Ap0s 45, 60 e 75 dias do transplantio foi realizada 3 aplicacdes via foliar com 150 mL
mais 2 mL de Tween 80 (0,05%) de solugéo de Elicitores em cada tratamento. A pulverizacéo
foi realizada com o auxilio de um pulverizador manual para cada tratamento, o qual foi
mantido a uma distancia de aproximadamente 15 cm da planta, borrifando até o ponto de
gotejamento da suspenséo.

Os tratamentos consistiram na aplicagédo foliar dos elicitores nas concentragdes de
Metil jasmonato (MJ) 0, 0,5, 2 e 8mM, Acido salicilico (AS) 0, 0,25,0,5, 1,0 mM e Quitosana
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(QT) e 0, 2, 4 e 6 g L. Foram preparadas 150 mg L™ de solucéo estoque para cada elicitor,
considerando a maior concentragéo.

Para o preparo da solucdo de 8mM de MJ, 896 mg foram diluidos em 500mL de agua
destilada, sendo adicionado 1 mL de alcool etilico anidro 99,8% P.A (ETOH) e 1 mL de
Tween 80, a partir dessa solucdo foram feitas a de 2 e 0,5 mM. O tratamento controle foi
constituido por 150 mL de agua destilada, mais 0,3 mL de ETOH e 2 mL de Tween 80. A
solucéo estoque na concentacdo 1,0 mM de AS foi preparada pela dissolucdo de 69,06 mg de
soluto em 500 mL de agua destilada, mais 0,3 mL de ETOH e 2 mL de Tween 80. A partir
dessa foi relizado o preparo de 0,5 e 0,25mM. O controle foi preparado com 150 mL de agua
destilada, mais 0,3 mL de ETOH e 2 mL de Tween 80. O preparo da solugdo estoque na
concentracdo 6 g L™ de QT foi obtido pela dissolucéo de 3 g de soluto em 495 mL de agua
destilada mais 5mL de acido acético e 2 mL de Tween 80. A partir dessa foi preparada a
concentragdo 4 e 2 g L™ O controle foi preparado com 1,5 mL de é&cido acético, mais 148,5
de 4gua destilada e 2 mL de Tween 80. Todo procedimento foi realizado as 16h30 quando a

abertura estomatica estava mais favoravel.

2.3  Determinacédo do crescimento vegetal

Aos 90 dias apds o transplantio, foram avaliadas as seguintes caracteristicas:
comprimento da parte aérea da planta (CPA-cm), medida com o auxilio de fita métrica;
Matéria seca de folhas (MSF-g planta-t); do caule (MSC- g planta-t); do sistema radicular
(MSR- g planta-t); e da parte aérea (MSPA- g planta-t), que é dada pela soma da MSF e
MSC. O material coletado foi armazenado em sacos de papel Kraft identificado
individualmente e colocado para secar em estufas de circulacdo de ar forgcado, reguladas para
a temperatura de 40 °C, correspondente, a um periodo de 72 h. Apds a secagem, o material foi

pesado em balanca analitica, determinando sua matéria seca.

2.4 Quantificacdo de pigmentos fotossintetizantes

Para a quantificagdo do teor de clorofilas e carotenoides, no horério da manh& foram
coletadas folhas frescas completamente expandidas da parte apical de trés plantas
selecionadas ao acaso dentro de cada repeticdo dos tratamentos. As folhas foram
condicionadas em papel aluminio e depositadas em recipiente refrigerado até serem

transferidas para o Laboratorio de Fitoquimica do Horto de Plantas Medicinais da UFLA.
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A extracdo dos pigmentos foi realizada de acordo com o método desenvolvido por
Hiscox e Israelstam (1979) com adaptagOes propostas por Barnes et al. (1992). Folhas frescas
(50 mg) foram pesadas diretamente em tubos de Falcon cobertos com papel aluminio e
incubadas com 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) saturado com carbonato de célcio
(CaC03), em estufa a 65 °C por 48 h. As amostras foram preparadas em quadruplicata. A
saturacdo do DMSO seguiu o protocolo de Santos et al. (2008) com modificacdes, sendo
utilizado para a saturagio carbonato de célcio (CaCO3) na propor¢do de 5 g L de DMSO,
sob agitacdo constante por quatro horas, e entdo filtrado duas vezes a vacuo em papel de filtro
duplo.

Posteriormente, a solucgéo foi centrifugada a 6000 rpm por 10 min. Em seguida, trés
aliquotas de 3 mL de cada réplica foram transferidas para uma cubeta de quartzo, e os valores
de densidade dptica em 480, 649 e 665 nm foram lidos em espectrofotometro TECAN
INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento de dados I-Control®
(versdo 3.37), versus o DMSO saturado em branco. A partir dessa leitura, determinou-se o
teor dos pigmentos (mg g Matéria Fresca) utilizando-se as equacdes baseados na metodologia
de Wellburn (1994), sendo:

Clorofila a ea9 = (12,47 X Aees) - (3,62 X Asag);
Clorofila bees = (25,06 X Asag) - (6,5 X Agss);
Carotenoides 4g0= (1000 x Aasgo - 1,29 x Ca - 53,78 x Ch)/ 220.
Clorofila Total= Clorofila a + Clorofila b

25 Proteinas solUveis e fendis totais

Proteinas sollveis: foram amostradas 15 mg de folhas de cada tratamento em
triplicata, sendo o teor determinado conforme metodologia descrita por Bradford (1976). As
leituras foram efetuadas no espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO a 595 nm e
comparadas com a curva-padréo de soro albumina bovina (BSA) 1 g L. Essa foi ajustada por
regressdo linear resultando na equagdo: y = 0,0034x + 0,2701 (R? = 0,9917) (Figura 1). A
partir dessa, foi determinada a concentragdo de proteina foliar, expressa em mg mL™ extrato

proteico.
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Figura 1 — Curva-padrdo de soro alboumina bovina (BSA), com coeficiente linear (R?)
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Fendis Totais: 50 mg de folhas secas pulverizadas foram adicionadas em mirotubo de
2 mL extraidas com 1 mL de Etanol 92,8° GL, sendo a solucdo agitada em vortex e
posteriormente levadas para sonicar por 10 minutos. ApoOs isso, 0 extrato etandlico foi
centrifugado por 15 minutos a 12000 rpm, sendo retirado o sobrenadante e adicionado em
frasco ambar identificado pela amostra correspondente do tratamento. No precipitado
resultante do extrato etandlico foram adicionados mais 1 mL, e submetidos em mais um ciclo
de sonicacao e centrifugacao.

A solucdo resultante foi diluida em 16 vezes em etanol. Em microplacas foram
adicionadas 50 uL da solugdo etandlica vegetal, acrescido de 100 pL de reagente de Folin-
Ciocalteau 10% e carbonato de sddio a 7 %, sendo esse adicionado apos 2 minutos. Os fendis
foram quantificados pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (SINGLETON,
1999) utilizando acido galico como padrdo. A andlise foi realizada em quintuplicata e 0s
resultados expressos como média + desvio padrdo em mg de equivalentes de acido galico

(GAE) por g de matéria seca de folha.
2.6 Destilagéo e analise dos 6leos essenciais

A destilacdo do 6leo essencial de M. officinalis foi realizado em aparelho de Clevenger
modificado pelo método de hidrodestilagdo, empregando-se 50 g de folhas secas rasuradas
para cada repeticdo (3) por tratamento (4) de cada elicitor. Foi adicionado 1000 mL de agua
destilada em baldes de destilacdo com capacidade de 2 litros durante de 60 min.

A purificacdo do 6leo essencial destilado foi realizada através de particdo liquido-

liquido com diclorometano (3 x 5 mL). A fase organica resultante foi tratada com sulfato de
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magnésio anidro, sendo filtrada em papel. Essa fragcao foi evaporada a temperatura ambiente
sob capela de exaustdo de gases. As massas dos 6leos foram mensuradas em balanca digital,
com sensibilidade 0,0001g. A partir dessa foi determinado o teor conforme a formula:
TOE%= (massa do 6leo (g)/50 g) x 100, e o rendimento do 6leo (g planta™) do 6leo essencial:
RE= TOE% x massa seca das folhas/planta (g). Apo6s a determinacdo desses parametros 0s
frascos contendo os 6leos essenciais foram armazenados em freezer a 4 °C, até as analises
cromatograficas.

As amostras dos 0Oleos foram analisadas no Laboratério de Fitoquimica do Horto de
Plantas Medicinais da UFLA, sendo quantificadas por Cromatografia Gasosa (CG) acoplado a
um detector de lonizagio em Chama (CG-DIC) Agilent® 7890A, equipado com
injetor/amostrador automatico CombiPAL Autosampler System (CTC Analytic AG,
Switzerland). E operado com sistema de processamento de dados MSD CHEM Station Ver.
E.02.02.1431.

As amostras foram preparadas acrescentando-se 10 pL de solugédo estoque do padréo
interno & massas conhecidas do 6leo essencial e diluindo-se com 1 mL de diclorometano. O
volume de injecéo foi de 1,0 uL, no modo split a uma razéo de injecdo de 50:1. Empregou-se
coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x 250 pm de didmetro
interno x 0,25 um de espessura do filme) (California, EUA). Hélio foi utilizado como gas de
arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em
250°C e 300 °C, respectivamente. A condi¢do de andlise foi de rampa de aguecimento de 60 a
240°C, com taxa de aquecimento de 3°C min, seguido de uma rampa de aquecimento de
10°C mint até 280 °C. As concentragdes dos analitos foram expressas em mg/mL, calculados
pelo método do padrdo interno, usando fator de resposta relativo de acordo com IOFI
Working Group on Methods of Analysis (IOFI, 2011), assim como pela porcentagem do
analito na amostra.

As analises qualitativas dos 6leos foram obtidas em triplicata por comparacdo dos seus
espectros de massas, com o banco de dados do Cromatografo Agilent® 7890A acoplado a um
detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent Technologies, California, EUA),
operado por ionizacdo de impacto eletrdnico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade
de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisicio de massas de 40-400 m/z. As condicOes
operacionais foram as mesmas empregadas nas analises por CG-DIC. Por meio dos indices de
retencdo relativos dos constituintes quimicos a co-injecao de uma solucéo padrdo de n-alcanos

(C8-C20) e/ou por comparagdo dos espectros de massas do banco de dados da biblioteca
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NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de literaturas (ADAMS, 2017). Os indices de retencdo foram
calculados usando a equacgdo de Van de Dool e Kratz (1963) e para as atribui¢gbes foram

consultados indices de retencdo descritos em literatura (ADAMS, 2017).

2.7 Andlise estatistica

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com 4 tratamentos
para cada elicitor (MJ-0, 0,5, 2 e 8mM), (AS-0, 0,25, 0,5 e 1 mM), (QT-0,24e 6 gL e
cinco repeticdes, sendo cada parcela constituida por trés plantas. Os dados obtidos foram
submetidos a uma andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p <
0,05), com auxilio do programa estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011). Analise
componente principal (PCA) foi usado para estudar os compostos majoritarios do Oleo
essencial em relacdo aos diferentes elicitores e concentracdes. Statistica® software, versdo

13.5 (StatSoft - Tulsa, USA) foi usado para esta analise estatistica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Crescimento Vegetal

As aplicacdes das diferentes concentracdes e tipos de elicitores afetaram
significativamente (p>0,05) o crescimento de M. officinalis. A maior concentracdo (8 mM) de
metil jasmonato (MJ) promoveu um aumento significativo no comprimento da parte aérea das
plantas (CPA). A quitosana (QT) e o &cido salicilico (AS) ndo afetaram essa varidvel resposta,
mas (Tabela 1).

No geral, MJ e AS ndo afetaram a matéria seca das plantas, mas incrementaram
matéria seca de raiz nas dosagens mais baixas (Tabela 1). J& as concentracdes de QT inibiram
0 acumulo de matéria seca principalmente da folha (MSF) e total (MST). Apesar de nao
ocorrer diferenca significativa na matéria seca de caule (MSC) houve uma queda, e esta
também foi observada na matéria seca de raiz (MSR) (Tabela 1).

O MJ, assim como outros derivados jasmonicos € um hormonio vegetal produzido
naturalmente pelas plantas frente a varios estimulos externos, e quando aplicado de maneira
exdgena no vegetal contribui para o aumento de resisténcia ao ataque de herbivoros
(DEUNER et al., 2015). Além disso, estudos demonstram que esse elicitor esta envolvido na
indugdo da atividade enzimatica do etileno, horménio esse responsavel pelo amadurecimento
e abscisdo de folhas, frutos e flores, promovida a partir da ativacdo de enzimas degradadoras
de paredes celulares especificas que aumenta a taxa de atividade celular, que teoricamente
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inibiria o crescimento e ganho de massa do vegetal (SILVA et al., 2017; OKAMOTO;
TAKAHASHI 2019), para esses resultados a concentragdo utilizada desse elicitor pode néo
ter favorecido a producdo ideal do etileno e nem afetado a atividade de auxina, a qual é

responsavel pelas atividades de crescimento do vegetal (CADORIN et al., 2015).

Tabela 1- Efeito do tipo e concentracdes de elicitores metil jasmonato; acido salicilico e
quitosana no crescimento e acimulo de matéria seca em plantas de M. officinalis
elicitadas. Lavras, MG, 2020.

CP MSF MSC MSR  MST MSPA

Elicitores R:PA
cm g planta !
Metil Jasmonato
(mM)
Sem elicitor 37,78c 20,63ns 954ns 793c 38,11ns 30,18ns 0,28b
0,5 41,02b 21,09ns 9,77ns 12,09a 42,96ns 30,88ns 0,39a
2 41,18b 2151ns 10,09ns 9,72b 41,32ns 31,60ns 0,30b
8 4561a 2345ns 10,61ns 854c 4260ns 34,06ns 0,26b
Y (%) 5,12 17,99 23,46 7,89 14,83 18,26 16,79
Acido Salicilico
(mM)
Sem elicitor 4426 ns 16,28ns 9,78 ns 1526b 41,33ns 26,07ns 0,63a
0,25 41,34ns 17,38ns 11,35 ns 21,42a 50,15ns 28,73ns 0,76 a
0,5 4191ns 2097ns 1147ns 9,67 ¢ 4211ns 3244 ns 0,33b
1 4351ns 21,48ns 1098ns 831 c 40,78ns 3247 ns 0,27b
CV (%) 6,19 30,76 32,87 18,00 20,96 29,90 26,70
Quitosana
(gL?)
Sem elicitor 47,15ns 23,94 a 1261ns 12,87a 49,42a 36,55a 0,35ns
2 4451ns 1580b 1158ns 10,31a 37,70b 27,39b 0,37ns
4 4535ns 16,78 b 958ns 835 b 34,72b 26,37b 0,32ns
6 4245ns 18,69 b 9,32ns 753 b 3554b 28,01b 0,28ns
CV (%) 6,83 18,63 23,58 18,06 14,42 17,65 25,08

CP= comprimento da planta; MSF=matéria seca foliar; MSC= matéria seca do caule; MSR= matéria
seca da raiz; MST= matéria seca total; MSPA=matéria seca da parte aérea; R:PA= razdo raiz: parte
aérea. ns - ndo significativo. Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Quanto a relacdo R:PA, o AS na concentracdo 0,25 mM foi o que favoreceu a
distribuicdo de matéria seca da parte aérea da planta para a raiz, ndo diferindo apenas do seu
controle. O AS é um composto fenodlico sintetizado naturalmente pelo vegetal por meio do
metabolismo secundario para desempenhar vérias acdes, desde ao estimulo no crescimento e
desenvolvimento vegetal como na inducgéo de resisténcia vegetal sob condicBes de estresses
bidticos e abidticos (MAIVAN et al., 2017; SAFARI et al., 2019).

Essa relacdo R:PA foi causada pelo maior desenvolvimento radicular da espécie que

pode ser explicada pela atuacdo do AS nos processos de acumulacgdo de carboidratos frente a
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estresses que afetam a sua abertura estomaética, assim como inibicdo do etileno e a aceleracéo
da diviséo celular no sistema apical radicular, garantindo o enraizamento mais profundo no
solo e as tornando menos vulneraveis a estresses hidricos, por exemplo (OKAMOTO;
TAKAHASHI, 2019; CHAVOUSHI et al., 2020).

3.2  Quantificacdo de Pigmentos Fotossintetizantes

As menores concentracdes de QT foram as que favoreceram a maior producdo de
clorofila a, b, total, e carotenoides, sendo as clorofilas b e total também favorecidos pelas
concentragdes de AS (Tabela 2). Conforme Mukhtar Ahmed et al. (2020), a aplicacdo de
quitosana em plantas pode aumentar sua capacidade fotossintética, por meio da ampliacdo das
atividades enzimaticas do metabolismo do carbono e do nitrogénio, bem como a reacéo clara
e escura da fotossintese. Ahmad et al. (2019) obtiveram um aumento significativo no teor de

clorofila em plantas de Mentha piperita L. ao serem tratadas com QT.

Tabela 2- Efeito do tipo e concentracdes de elicitores metil jasmonato; acido salicilico e
quitosana no teor de pigmentos fotossintéticos de folhas frescas de M. officinalis.
Lavras, MG, 2020.

Clorofila a Clorofilab Clorofila total Carotendides
(mg g de massa fresca)

Elicitores

Metil jasmonato (mM)

0 (controle) 1,98 ns 1,62 ns 3,61 ns 0,41 ns
0,5 1,81 ns 1,62 ns 3,43 ns 0,41 ns
2 1,54 ns 1,70 ns 3,24 ns 0,36 ns

8 1,57 ns 1,46 ns 3,02 ns 0,38 ns

CV(%) 18,11 32,11 24,15 10,47

Acido salicilico (mM)

0 (controle) 1,53 ns 159a 3,12b 0,33 ns
0,25 1,66 ns 1,75a 3,41 a 0,37 ns

0,5 1,56 ns 1,37b 2,94 a 0,38 ns

1 1,67 ns 154 a 3,22a 0,36 ns

CV(%) 13,48 28,59 18,47 18,57

Quitosana (g L?)

0 (controle) 1,85a 1,86 a 3,72a 0,33b

2 2,01a 2,16 a 4,18 a 0,45a

4 1,64 b 1,35b 2,99 b 0,36 b

6 1,88 a 151D 3,40 b 0,40 a

CV (%) 11,55 15,77 13,05 10,70

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott
(P <0,05). ns - ndo significativo
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Por sua vez, Vanda, Shabani e Razavizadeh (2019) trabalhando com a espécie M.
officinalis in vitro, verificaram que a aplicacdo de QT na cultura induziu a producao endogena
de MJ por aumentar espécies reativas de oxigénio como o H20.. A producdo de MJ pela
planta desempenha papel antioxidante no vegetal. Demonstrando assim, o efeito da QT nos
pigmentos fotossintéticos.

O AS e a QT sdo, respectivamente, compostos fenolicos e biopolimero hidrofilico,
utilizados como sinalizadores nas respostas sistémicas de defesa vegetal. Essa é relizada por
meio do estimulo de substancias como os carotenoides, metabolitos secundérios e enzimas
especificas (RABELO et al., 2019; DOUSSEAU et al., 2016; SAFARI et al., 2019).

3.3 Proteinas SolGveis e Fenois totais

Acido Salicilico (AS)

As diferentes concentracdes de AS ndo afetaram de maneira significativa o contetdo
de proteina foliar de M. officinalis. Por outro lado, as maiores concentracdes desse elicitor
promoveram as maiores concentraces de fenois totais na espécie (Tabela 3). Safari et al.
(2019), submeteram a espécie M. officinalis a substancias protetoras de forma exdgenas e
concluiram que essas substancias estdo fortemente relacionadas ao aumento dos niveis de
expressao dos genes da fenilalanina amonia-liase e da chalcona sintase, como componentes-

chave da via dos fenilpropanoides e o contetudo de fendlicos e flavondides totais.

Tabela 3- Efeito de diferentes concentracdes de acido salicilico (AS) na concentracdo de
proteinas sollveis (mg mL™) e fendis totais (MgEAG/g planta) de folhas secas
de M. officinalis.

Proteinas sollveis Fendis totais
AS(MM) mg/ mL mgEAG/g planta
0 (controle) 0,51 ns 49,70 ¢
0,25 0,52 ns 54,28 b
0,5 0,48 ns 59,85a
1,0 0,46 ns 59,79 a
CV% 0,56 3,73

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-knott (p <0,05). ns - ndo significativo.

Conforme Wassie et al. (2020), o acido salicilico também atua como protetor térmico
protegendo os danos a membrana induzidos pelo calor, reduzindo o conteudo de vazamento
de eletrolitos e malondialdeido e regula as atividades de enzimas antioxidantes, incluindo

catalase, superoxido dismutase e peroxidase. Aplicacdo exdgeno de AS em Mentha piperita
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produziu um aumento no contetdo de fendis totais, este aumento foi correlacionado com um

aumento na atividade da enzima fenilalanina amonia liase (CAPPELLARI et al., 2020).

Metil Jasmonato (MJ)

A aplicacdo exdgena de MJ afetou de maneira inversa as concentracfes de proteina e
fendis totais na espécie. O maior valor obtido de proteinas soluveis (0,65 mg mL™) foi de
plantas elicitadas com a maior concentracdo. De forma contraria, os maiores valores de fendis

totais foram observados nas menores concentragdes do elicitor (Tabela 4).

Tabela 4- Efeito de diferentes concentracdes de metil jasmonato (MJ) na concentracao de
proteinas sollveis (mg mL™) e fendis totais (MgEAG/g planta) de folhas secas
de M. officinalis.

Proteinas soluveis Fendis totais
MJ (mM) mg/ mL mgEAG/g planta
0 (controle) 0,45¢c 59,32 a
0,5 051b 59,11 a
2 0,55b 54,13 b
8 0,65 a 50,93 b
CV% 0,22 6,37

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-knott (p <0,05).

Os compostos fendlicos sdo substancias que atuam no estresse oxidativo celular,
eliminando ou inibindo radicais livres do processo oxidativo (SOARES, 2002). Taheri,
Vatankhah e Jafarian (2020) ao aplicarem doses crescente de MJ em plantas de Anchusa
italica verificaram que a sinalizacdo desse elicitor é direcionada para a promocdo de
proteinas, prolina e pigmentos fotossintéticos como mecanismo de defesa vegetal. Assim,
plantas em estresse oxidativo tendem a degradar suas proteinas sollveis em aminoacidos,
afim de reduzir os danos causados pelos radicais livres, 0 que pode induzir a sintese de
subestancias como os fendis (BARBOSA et al., 2010).

Quitosana (QT)

O contetdo de proteinas soltveis e fendis totais tiveram comportamento inverso
quando elicitados com concentracdes crescentes de QT em plantas de M. officinalis. De forma
que as proteinas soltveis foram favorecidas pela ndo elicitagdo e os fenois pela maior
concentragéo de quitosana (6 g L) (Tabela 5). De acordo com Hidangmayum et al. (2019),
plantas tratadas com QT estimula a taxa fotossintética, fechamento estomatico, através da
sintese do acido abscisico; melhora as enzimas antioxidantes por meio das vias de sinalizagdo

de 6xido nitrico e perdxido de hidrogénio e induz a producéo de acidos organicos, agucares,
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aminoacidos e outros metabolitos necessarios para o ajuste osmotico, sinalizacao de estresse e
metabolismo energético sob estresse. Conforme, Vanda, Shabani e Razavizadeh (2019), a
elicitacdo de QT promove um aumento significativo de acido rosmarinico e fendlicos totais
em M. officinalis por meio da estimulacdo enddgena de MJ. Dessa forma, a atuacdo de QT
nesses parametros foi potencializada pela acdo conjunta dos dois Elicitores na protecdo
oxidativa do vegetal.

Tabela 5- Efeito de diferentes concentragfes de quitosana (QT) na concentracdo de
proteinas solGveis (mg mL™) e fendis totais (MgEAG/ g planta) de folhas secas
de M. officinalis.

Proteinas soltveis Fenais totais
QT L-1) mg/ mL mgEAGI/ g planta
0 (controle) 0,79 a 4535Db
2 0,58b 47,23 b
4 0,56 b 46,97 b
6 0,61b 50,09 a
CV% 0,48 5,79

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-knott (p <0,05).

3.4  Teor, Rendimento e Composicdo quimica do Oleo Essencial

As maiores concentracdes de MJ (8 mM) e AS (1,0 mM) promoveram maior teor e
rendimento de 6leo essencial nas folhas de M. officinalis. Este aumento foi de 83% na
aplicacdo de MJ e trés vezes mais para o AS. Todavia, a concentracdo 2g L™ de QT foi a que
aumentou o teor de 6leo essencial em M. officinalis, ndo sendo significativo quando aplicado
em maiores concentracdes (Tabela 6). Segundo Taheri, Vatankhah e Jafarian (2020), o0 MJ
influencia a sintese dos terpendides e formacdo dos tricomas foliares, resultando assim no
aumento do rendimento e qualidade do dleo essencial.

O AS e 0 MJ sdo substancias conhecidas e utilizadas na inducdo de sintese de
substancias do metabolismo secundario, como O0leos essenciais, compostos fendlicos,
proteinas e outros, sendo as respostas dependentes do agente externo, da concentracdo
utilizada e da espécie vegetal (DOUSSEAU et al., 2016; CHAVOUSHI et al., 2020; TALEBI,
MOGHADDAM; PIRBALOUTI, 2019).
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Tabela 6- Efeito de diferentes tipos e concentracGes de elicitores metil jasmonato; acido
salicilico e quitosana no teor e rendimento de 6leo essencial M. officinalis cultivada
por um periodo de 90 dias. Lavras, MG, 2020.

Elicitores Teor (%) Rendimento (mg planta™)
Metil jasmonato (mM)
0 (controle) 0,12b 22 b
0,5 0,15b 32b
2 0,10 b 16 b
8 0,22 a 49a
CV(%) 32,95 35,02
Acido salicilico (mM)
0 (controle) 0,16 b 28D
0,25 0,19b 38hb
0,5 0,41 a 8la
1,0 0,49 a 105a
CV(%) 23,19 22,31
Quitosana (g L)
0 (controle) 0,18 b 40 ns
2 0,29 a 50 ns
4 0,17b 30 ns
6 0,12 b 20 ns
CV (%) 30,38 32,89

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott (p <0,05).
ns - n&o significativo.

A Tabela 7 apresenta a composicdo quimica do 6leo essencial de plantas de M.
officinalis elicitadas com diferentes doses de AS, MJ e QT. Foram identificados 16
constituintes quimicos, 0s quais representaram mais de 85% da composi¢do quimica total do
oleo de M. officinalis. A elicitacdo induziram alteracdes nas concentracdes e razdes de
geranial e neral, e de citral e citronelal.

Na elicitagdo com AS nos tratamentos controle e 0,25mM houve maiores valores da
razdo da concentragdo geranial/neral indicando menor taxa de conversdo de geranial a neral.
Além disso, o tratamento com a menor dose de AS inibiu a conversédo de citral para citronelal.
Este fendmeno foi demonstrado pelo maior valor da razdo de concentracdo entre citral e
citronelal (4,62). Do ponto de vista biologico, o citral € mais potente do que o citronelal Nhu-
Trang et al. (2006).

Pesquisas como a de Ahmed et al. (2020) indicam que a aplicagdo de QT em plantas
aromaticas como o Cymbopogon winterianus promove 0 aumento do citronelal e geranial no

o0leo essencial. Em Mentha piperita L. esse elicitor promoveu teores significativos de mentol e
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mentonas (AHMAD et al. 2019). Cappellari et al. (2020) reportaram que as concentraces dos
principais monoterpenos presentes no dleo essencial de horteld-pimenta (OE) aumentou com
aplicacdo AS ou MJ. O biopolimero natural, quitosana aumenta as respostas fisioldgicas do
vegetal por meio das vias de sinalizacdo de transducédo do estresse, estimulando a biossintese
de AS e devirados jasmoénicos (VANDA; SHABANI; RAZAVIZADEH, 2019). Pirbalouti et
al. (2019), verificaram que a aplicagdo foliar de AS melhorou significativamente 0s
hidrocarbonetos de sesquiterpenos e 0s sesquiterpenos oxigenados, como B-cariofileno e
oxido de cariofileno, todavia nao influenciam nas concentracdes de geranial e neral no 6leo
essencial da espécie. Aumentos significativos na biossintese total de Oleo essencial e
metilchavicol foram observados apds a elicitacdo com quitosana, metil jasmonato e salicilato
de metila (DESCHAMPS et al., 2008).

Comparacao dos constituintes do 6leo essencial com PCA

A anélise de PCA (Figura 2) confirma os resultados da Tabela 7. Nas concentracfes de
0,5 e ImM de AS houve maior taxa de conversdo de geranial a neral representada pela
correlacdo positiva destas variaveis. Os dados obtidos dos scores e loadings das PCAs
fornecem uma visé@o conceitual dos tratamentos, explicando um total de 97,37% da variagéo
com MJ (Figura 2a), 95,16% para AS (Figura 2b) e 78,52% para QT (Figura 2c). Com
aplicacdo do MJ foram observados que a concentracdo de MJ a 2 mM influenciou
positivamente o contedo de citronelal, MJ 0 e 5 mM foi associado aos fenois totais e 0 MJ
8mM ao teor e rendimento do 6leo essencial.

A aplicacdo do AS na concentracdo de 1 mM influenciou positivamente na
concentracdo de citronelal, no rendimento e teor de 6leo essencial e na matéria seca da folha.
Por sua vez, as menores concentracdes de AS 0,25 e 0,5 mM se correlacionaram as proteinas
soluveis, aos componentes geranial, neral e fendis totais.

Na aplicacdo com a QT, as maiores concentracdes (4 e 6 g L) foram correlacionadas
aos teores de fenois totais e a0 componente geranial. Por outro lado, a concentragdo 2 g L
afetou positivamente na concentracdo de citronelal e teor de Oleo essencial. Sendo o
tratamento controle (QTO) o qual favoreceu o teor de proteinas solveis e 0 rendimento de
Oleo essencial da espécie. Estes resultados sugerem que os elicitores influenciam a via da
sintese de monoterpenos no cultivo de M. officnalis. Este estudo mostrou que o contetdo dos
compostos pode ser alterado significativamente no de cultivo de M. officnalis aplicando

diferentes tipos e concentracGes de elicitores.
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Tabela 7- Constituintes quimicos do 6leo essencial de M. officinalis submetidas a diferentes concentracdes de &cido salicilico (mM), metil

jasmonato (mM) e quitosana (g L ™).

Concentracdo do analito (mg mL™) + DP

Pico Constituintes Acido salicilico (mM) Metil jasmonato (mM) Quitosana (g L)

0 0,25 0,5 1 0 0,5 2 8 0 2 4 6
1 1-Octen-3-ol 0,02+0,00 0,01+0,00 0,01+0,0 0,04+0,00  0,04+0,00 0,03+0,01 0,03+0,00 0,04+0,00  0,03+0,01 0,04+0,01 0,03+0,00 0,03+0,00
2 6-Metil-5-hepten-2-ona 0,01+0,00 0,01+0,00 0,03+0,00 0,02+#0,00  0,04+0,00 0,03+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00  0,03+0,01 0,03+0,02 0,03+0,00 0,03%0,00
3 (E)-B-Ocimene 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00  0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00  0,02+0,00 0,03+0,00 0,04+0,00 0,01+0,00
4 Oxido de limoneno ~ 0,03+0,00 0,03+0,00 0,04+0,00 0,03+0,00  0,04+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,02+0,00  0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00
S Citronelal 1,5240,06 1,23+0,06 1,56+0,06 1,92+0,04  1,62+0,05 1,34+0,01 1,51+0,10 1,06+0,05  1,54+0,10 1,85+0,12 1,74+0,16 1,20+0,11
6 Isogeranial 0,02+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00  0,02+0,00 0,01+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00  0,01+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00 0,03+0,00
7 Nerol (cis-Geraniol)  0,04+0,00 0,06+0,00 0,02+0,00 0,05+0,00  0,05+0,00 0,03+0,00 0,04+0,00 0,05+0,00  0,04+0,00 0,04+0,00 0,07+0,06 0,04+0,00
8 Neral (B-citral) 2,29+0,09 2,24+0,11 2,71+0,00 2,41+0,03 2,01+0,09 2,33+0,06 2,32+0,18 2,57+0,00  2,38+0,03 2,23+0,05 2,53+0,20 2,31+0,10
9 Geraniol 0,04+0,00 0,05+0,00 0,03+0,08 0,03+0,00  0,03+0,00 0,06+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00  0,01+0,00 0,08+0,01 0,10+0,01 0,07+0,00
10 Citronelato de metila  0,05+0,00 0,09+0,00 - 0,03+0,00  0,06+0,00 0,02+0,00 0,13+0,00 0,02+0,00  0,03+0,00 0,10+0,00 0,16+0,01 0,03+0,00
11 Geranial (a-citral) 3,48+0,14 3,45+0,16 3,97+0,11 3,46+0,03 3,07+0,15 3,42+0,10 3,48+0,26 3,92+0,04  3,46%0,06 3,26+0,06 3,88+0,29 3,68+0,00
12 Geraniato de metila  0,07+0,00 0,08+0,02 0,06+0,00 0,04+0,00  0,07+0,00 0,05+0,00 0,06+0,05 0,09+0,00  0,05+0,00 0,07+0,00 0,15+0,00 0,07+0,00
13 Acetato de nerila 0,01+0,00 0,03+0,01 0,06+0,00 - 0,10+0,00 0,02+0,00 0,05+0,00 0,01+0,00  0,02+0,00 0,02+0,00 0,04+0,00 0,02+0,00
14 Acetato de geranila  0,20+0,01 0,34+0,02 0,02+0,00 0,07+0,00  0,16+0,00 0,06+0,00 0,42+0,00 0,11+0,00  0,08+0,00 0,26+0,03 0,53+0,00 0,17+0,00
15 Oxido de cariofileno  0,22+0,00 0,27+0,01 0,01#0,01 0,20£0,01  0,23x0,01 0,08+0,00 0,26£0,02 0,01£0,00  0,25+0,01 0,20+0,00 0,59+0,02 0,07+0,00

Citral (neral + geranial) 5,77 5,69 6,68 5,87 5,08 5,75 5,80 6,49 5,84 5,49 6,41 5,99

Geranial/ neral 1,52 1,54 1,46 1,43 1,52 1,47 1,50 1,52 1,45 1,46 1,53 1,59

Citral/ citronelal 3,80 4,62 4,28 3,06 3,13 4,29 3,84 6,12 3,79 2,97 3,68 4,99

DP: desvio padréo (n=3).
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Figura 2 - Analise do componente principal (PCA) na correlacdo matricial construida usando
dados de quatro compostos majoritarios de M. officinalis em diferentes fontes e
concentragOes de elicitores. a) metil jasmonato; b) acido salicilico, ¢) quitosana.
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4 CONCLUSAO

A aplicacédo foliar de MJ nas maiores concentracdes favorece o teor e rendimento de
o0leo essencial e o teor de fenais totais de M. officinalis. A concentracdo 2 mM de MJ € a que
mais influencia na concentragéo de citronelal.

As maiores concentracdes de AS afetam positivamente na matéria seca foliar, no teor e
rendimento de 6leo essencial, no teor de fendis totais e na concentracdo dos constituintes
geranial, neral e citronelal.

A QT nas maiores concentracOes favorece o teor de fendis totais e a concentracdo de
geranial. A aplicacdo de 0 e 2 g L™* aumentam o teor de proteinas sollveis, o rendimento e
teor de oOleo essencial e o citronelal.

Assim, a aplicacdo de elicitores via foliar em M. officinalis favorecem a producédo de

metabolitos secundarios e de matéria seca.
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