DEBORA SOARES BRANDAO

CULTIVO, COMPOSICAO QUIMICA E BIOLOGIA FLORAL DE
Varronia curassavica Jacq.

Dissertacao apresentada ao Curso de
Mestrado em Produgdo Vegetal, do
Instituto de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Minas Gerais,
como requisito parcial para a obtencao
do grau de Mestre em Produgao
Vegetal.

Area de concentragdo: Producido
Vegetal

Orientador: Prof. Ernane Ronie Martins

Montes Claros
2014



DEBORA SOARES BRANDAO

CULTIVO, COMPOSICAO QUIMICA E BIOLOGIA FLORAL DE Varronia
curassavica Jacq.

Prof. Ernane Ronie Martins
Orientador (ICA/ UFMG)

Aprovada em 16 de junho de 2014.

Montes Claros
2014



Dedico a minha familia, que sempre fica na torcida.



AGRADECIMENTOS

A Deus, que me guiou até o fim dessa etapa, estando sempre ao
meu lado e me demonstrando que devemos sempre nos superar, para
conseguir seguir em frente e crescer.

Ao professor Ernane Ronie Martins os seis anos de orientagao, os
conselhos e a amizade.

A professora Lourdes Silva Figueiredo a coorientagédo, a paciéncia,
conselhos e a amizade.

A Dr. Francine Fonseca, que sempre foi muito solicita e gentil. Por
toda ajuda na parte mais delicada deste projeto. Por me dar uma verdadeira
ligdo sobre como é importante sermos resilientes nos momentos mais dificeis
da vida. Por me motivar, me ouvir e me dar o ombro para chorar nos
momentos mais dificeis. Por se preocupar comigo € com meu bem-estar
fisico e psicoldgico.

A professora Leidivan e ao professor Candido, a atencdo e a
paciéncia sempre que precisei.

A minha mae Gléria, meu pai Sebastido, aos meus irmaos: Glayce,
Tatiana, Dainel e Sara, aos cunhados: Breno, Kely e Felipe e aos meus
sobrinhos: Laura, Lucas, Mirian e Eliel, que sempre estdo na torcida quando
inicio uma nova jornada. Minha familia que sempre me apoia e sempre
dizem: “Va em frente, pois vocé é capaz”. Por todos os conselhos, exemplos
e palavras de forga nos momentos mais delicados.

Aos alunos do PET/SESU, por toda a ajuda na realizagcdo e na
condugcdo do experimento. Em especial ao lago, a Karol, ao Deivison, a
Amanda e ao Julio. Sem eles, seria muito dificil conduzir o experimento e,
com certeza, nédo teria sido tao divertido e animado também.

Aos colegas do Mestrado as conversas, 0 apoio e a amizade.

A Rizia a ajuda desde o inicio do Mestrado, ainda no momento da
matricula; a amizade, as conversas, 0 apoio e as brincadeiras.

Ao Pedro Henrique a amizade, a ajuda, o apoio e as conversas
sempre divertidas.

Ao Gustavo a amizade que retornou em boa hora, as longas e
divertidas conversas noite adentro, os conselhos e a paciéncia nos meus
momentos de desespero.

A Universidade Federal de Minas Gerais e, especialmente, ao
Instituto de Ciéncias Agrarias a oportunidade de concluir o Mestrado.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizacdo deste
trabalho: muito obrigada!



“E preciso educar o medo e a coragem.
Medo e coragem em ousar.

Medo e coragem em assumir

a soliddo de ser diferente”

Madalena Freire

“Feliz o homem que acha sabedoria,

e o homem que adquire conhecimento”

Provérbios 3.13



RESUMO
Varronia curassavica Jacq. € uma espécie nativa brasileira, com propriedade
medicinal anti-inflamatéria. Possui sua eficacia reconhecida cientificamente.
Do 6leo essencial da espécie é produzido um importante fitoterapico anti-
inflamatério. Conhecer as condigdes de cultivo de uma espécie medicinal é
importante na sua conservag¢do e na produgdo sustentavel. E, por ser uma
espécie nativa, o conhecimento do sistema reprodutivo é fundamental para a
conservagao e para o manejo da espécie. Assim, os objetivos da presente
pesquisa foram avaliar a biomassa, o teor e a producgao do 6leo essencial e a
sua caracterizacdo quimica e a quantificacdo do a-humuleno e do B-
cariofileno, além de determinar as caracteristicas morfométricas florais, a
fenologia da floracdo, a antese, os insetos visitantes e a determinacédo do
sistema reprodutivo da erva-baleeira em uma cole¢cdo de germoplasma. O
experimento foi desenvolvido no Instituto de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG), Montes Claros - MG.
Utilizou-se o delineamento de blocos casualizados, em esquema fatorial 2x2
(dois espagamentos - 1,6 x 0,5 m e 1,0 x 0,5 m x com e sem cobertura
morta), com cinco repeticbes e 12 plantas por parcela. Apos 168 dias de
cultivo, avaliaram-se: altura, didmetro do caule, matéria fresca, matéria seca,
teor e producdo do éleo e sua caracterizagdao quimica. O 6leo essencial foi
extraido por hidrodestilagdo e analisado por cromatografia gasosa acoplada
ao espectrdmetro de massas (CG/EM). Para as caracteristicas morfométricas
foram utilizadas 20 flores, de cinco individuos em pré-antese, coletadas de
plantas matrizes existentes na colecao de germoplasma da espécie no Horto
Medicinal do ICA/UFMG. Entre maio e dezembro de 2012, caracterizou-se o
comportamento fenoldgico da floragdo de seis individuos. Nas analises da
fenologia floral, foram determinados o crescimento da inflorescéncia, o
numero de flores e de frutos, o periodo de abertura, os visitantes florais e o
sistema reprodutivo. Para determinar o sistema reprodutivo, utilizou-se a

razao poélen:évulo (P:0), em 50 flores. Para o teor de éleo essencial e para a



matéria fresca, 0 menor espagamento com cobertura morta e o maior
espacamento sem cobertura morta, resultaram nas maiores médias
significativas. Na produgdo do 6leo, o menor espagamento com cobertura
morta foi significativo. Para a matéria seca, apenas o menor espagamento foi
significativo. Nao houve diferenga significativa para a altura e o didmetro. As
concentracbes do a-humuleno e do B-cariofileno ndo foram diferentes
significativamente entre os tratamentos. Em relagdo a morfologia floral, as
flores apresentaram didmetro de 2,13 £ 0,05 (mm), comprimento de 3,29 +
0,08 (mm), diametro do ovario de 0,70 + 0,02 (mm), comprimento do ovario
de 2,48 £ 0,12 (mm), didametro da antera de 0,67 + 0,01(mm) e comprimento
da antera de 0,93 + 0,02 (mm), com quatro 6vulos e cinco anteras. Nas
condicdes do presente estudo, o crescimento das inflorescéncias de erva-
baleeira ocorreu entre agosto e outubro. O florescimento foi observado entre
setembro e outubro, e a frutificacdo, de outubro a dezembro. A antese floral
ocorreu entre 7:00 e 11:00 horas. Os insetos visitantes sdo das ordens
Coleoptera, Hemiptera, Diptera e Hymenoptera. A espécie foi classificada,
nas condigbes do estudo, como alégama facultativa.

Palavras-chave: Varronia curassavica Jacq. Oleo essencial. a-humuleno.

Biologia reprodutiva. Alogamia. Plantas medicinais.



ABSTRACT
Varronia curassavica Jacq. is a Brazilian native species, with anti-
inflammatory medicinal property. It has a scientifically recognized
effectiveness. From the essential oil of the species is produced an important
anti-inflammatory phytotherapic. Knowing the culture conditions of a medicinal
species is important in their conservation and in the sustainable production.
And, being a native species, knowledge of the reproductive system is
essential for the conservation and management of the species. Thus, the
objectives of the present research were to evaluate the biomass, the content
and the production of the essential oil and its chemical characterization and
quantification of a-humulene and of the B-caryophyllene, besides determine
the floral morphometric characteristics, phenology of flowering, the anthesis,
visitors insects and the determination of the reproductive system of whaling
herb in a germplasm collection. The experiment was conducted at the Institute
of Agricultural Sciences of the Federal University of Minas Gerais
(ICA/UFMG), Montes Claros-MG. It was used a randomized block design in a
2x2 factorial design (two spacings - 1.6 x 0.5 m and 1.0 x 0.5 m x with and
without mulch), with five replications and 12 plants per plot. After 168 days of
cultivation were evaluated: height, stem diameter, fresh matter, dry matter,
content and production of the oil and its chemical characterization. The
essential oil was extracted by hydrodistillation and analyzed by gas
chromatography coupled with mass spectrometer (GC / MS). For the
morphometric characteristics were used 20 flowers, from five individuals in
pre-anthesis, collected from stock plants existing in the germplasm collection
of the species in the Medicinal Horto of ICA / UFMG. Between May and
December 2012, it was characterized the phenologic behavior of the flowering
of six individuals. In the analyzes of floral phenology were determined the
growth of inflorescence, number of flowers and fruits, the opening period, the
floral visitors and the reproductive system. To determine the reproductive
system, it was used the pollen: ovule ratio (P:0) in 50 flowers. For the

essential oil content and the fresh matter, the smallest spacing with mulch and



the wider spacing without mulch resulted in the highest significant averages.
In the production of oil, the smallest spacing with mulch was significant. For
dry matter, only the smallest spacing was significant. There was no significant
difference to height and diameter. The concentrations of the a-humulene and
of the B-caryophyllene were not significantly different between the treatments.
Regarding the floral morphology, the flowers presented a diameter of 2.13 £
0.05 (mm), length 3.29 + 0.08 (mm), ovarian diameter of 0.70 £ 0.02 (mm),
ovarian length of 2.48 £ 0.12 (mm), diameter of the anther of 0.67 + 0.01
(mm) and anther length of 0.93 + 0.02 (mm), with four ovules and five anthers.
In the conditions of the present study, the growth of inflorescences from erva-
baleeira occurred between August and October. The flowering was observed
between September and October, and the fruiting from October to December.
The floral anthesis occurred between 7:00 and 11:00 hours. The visitor
insects are from the orders Coleoptera, Hemiptera, Diptera and Hymenoptera.
The species has been classified in the conditions of the study like facultative
alogamous.

Keywords: Varronia curassavica Jacq. Essential oil. a-humulene.

Reproductive biology. Allogamy. Medicinal plants.
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CAPITULO 1- REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUGAO

As plantas medicinais sdo utilizadas ha muitos séculos como a
principal fonte de substancias ativas utilizadas para tratar ou mesmo aliviar
problemas na saide humana (SAKLANI; KUTTY, 2008). Essa utilizacdo das
plantas medicinais na recuperagao da saude tem evoluido ao longo do tempo,
desde as formas mais simples até as formas mais sofisticadas da fabricagao
industrial (LORENZI; MATOS, 2008). Atualmente, cerca de 80% da
populacdo mundial dependem da medicina tradicional para atender as suas
principais necessidades de salde. Sao utilizadas espécies nativas assim
como exoticas trazidas por diversas correntes migratdrias, e a populagao tem
uma grande tradi¢cdo na utilizagdo das plantas medicinais para suplementar
0s aspectos basicos de saude (CORREA JUNIOR; SCHEFFER, 2009). O
Brasil ocupa o sétimo lugar no mercado consumidor de medicamentos, mas a
maioria da sua populagdo ndo possui recursos financeiros para tratar da
salde (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA, 2010).

No final do século XX, presenciou-se uma mudanca na atitude da
comunidade e dos cientistas a respeito das plantas medicinais. Dessa forma,
os protocolos de domesticacdo e de cultivo necessitam ser estabelecidos
para cada espécie medicinal de interesse, de maneira que 0s seus principios
ativos em quantidade e qualidade encontrados nas condi¢des silvestres
sejam mantidos (FREIRE, 2004).

Segundo Reis et al. (2004), no cultivo das plantas medicinais, tem-se
a possibilidade de domesticar a espécie que sera utilizada, devendo, assim,
dominar as etapas de desenvolvimento dessas plantas. A estratégia para a
obtencdo de biomassa necessita de um conhecimento das formas de cultivo
da planta, e, para isso, um fator que deve ser considerado € a necessidade
de se associar a producdo e a biomassa a qualidade da planta, que sera

fonte para a fabricacdo de medicamentos fitoterapicos (REIS et al. 2004).
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E fundamental que, no cultivo das espécies medicinais, além dos
aspectos para se obter uma boa produtividade, que se acompanhe a
produgdo dos principios ativos de interesse. Nesse ambito, estudos
agronémicos tém sido realizados com o intuito de propor tecnologias
pertinentes para o cultivo de plantas medicinais (REIS et al., 2004).

Silva e Figueira (2010) admitem que a cadeia produtiva de plantas
medicinais, abrangendo desde o cultivo até a comercializagdo, deve ser
minuciosamente estudada, de forma que todas as etapas do processo
elucidadas sejam analisadas, para que esse conjunto de informacdes
proporcione um medicamento final de qualidade. Uma vez que a qualidade e
a eficacia dos medicamentos a base de plantas estao diretamente ligados a
qualidade das matérias-primas utilizadas (GOVINDARAGHAVAN et al,
2012).

A erva-baleeira (Varronia curassavica Jacqg.) € um arbusto nativo das
restingas maritimas de quase todo litoral do Brasil, apresentando uma
ocorréncia mais comum na costa litordnea dos estados de Santa Catarina e
Séo Paulo, mas também ocorre no Cerrado, nos estados de Minas Gerais e
de Goias (LORENZI; MATOS, 2008; PIANOWSKI, 2005; VAZ et al., 2006). O
oleo essencial dessa espécie apresenta propriedades anti-inflamatérias e
cicatrizantes e, por meio de pesquisas de validacdo cientifica, foi
desenvolvido um anti-inflamatério de uso tépico (LORENZI; MATOS, 2008;
MAGALHAES, 2010).

A erva-baleeira tem sua eficacia reconhecida pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e esta incluida no Formulario de
Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira e na lista da Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS, a RENISUS (BRASIL, 2011;
BRASIL, 2014). De acordo com Souza et al. (2012), foi incluida no Programa
Componente Verde da Rede Farmacias de Minas, juntamente com outras 15
espécies pré-selecionadas, por meio de validacao cientifica, mostrando, com

isso, a importancia dessa espécie.
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A pesquisa agronémica com plantas medicinais tem passado por um
processo evolutivo no Brasil com o crescente aumento de estudos realizados
com essas espécies observados nos ultimos anos (MING et al, 2007).
Entretanto, trabalhos na literatura que abordem aspectos de cultivo como
espacamento entre plantas e utilizacdo da cobertura morta para o cultivo da
Varronia curassavica Jacq., ainda sdo pouco explorados. Diante disso,
objetivou-se avaliar a biomassa, o teor e a produgao do 6leo essencial, bem
como a sua caracteriza¢do quimica com a quantificacdo do a-humuleno e o 3-
cariofileno e a determinagdo dos componentes majoritarios presentes no éleo
essencial das plantas, sob influéncia do espagamento, com e sem aplicacao
da cobertura morta. E, ainda, acompanhar o desenvolvimento das
inflorescéncias, a fenologia reprodutiva e a biologia floral de acessos
presentes no banco de germoplasma da espécie, existente no Instituto de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Uma planta medicinal é definida como toda e qualquer planta,
cultivada ou ndo, que seja utilizada pelo homem com algum proposito
terapéutico (BRASIL, 2010). A utilizagdo das plantas medicinais no
tratamento de alguma doenca tornou-se cada vez mais complexa ao longo
dos tempos, desde as formas mais simples de tratamento local até a
fabricacdo industrial de fitoterapicos (LORENZI; MATOS, 2008). Essas
espécies sao utilizadas por meio da propria planta, apdés o seu
beneficiamento, ou, entdo como uma fonte de compostos quimicos que
possuem alguma atividade farmacologica (CASTRO et al., 2004). Porém, de
acordo com Mussi-Dias et al. (2012), a utilizacdo das plantas medicinais deve
ser cautelosa, uma vez que o seu uso indiscriminado pode levar a riscos de
intoxicacao.

Durante muito tempo, as plantas medicinais foram a principal fonte de
produtos terapéuticos para a humanidade. Entretanto, com o
desenvolvimento da industria farmacéutica, além dos avangos da
farmacologia, essas plantas passaram a ser a fonte dos principios ativos para
a sintese de novos medicamentos, sendo mais tarde preteridas (ROMERO;
CASTELLA, 2012).

Nos Ultimos anos, observa-se um retorno ao uso e um aumento do
consumo de produtos a base de plantas medicinais por um publico maior e
mais diversificado (CORREA JUNIOR; SCHEFFER, 2009; ROMERO;
CASTELLA, 2012). Os produtos naturais estdo sendo utilizados como a maior
fonte de compostos para a obtencédo de novos farmacos. O surgimento de
novas drogas de origem vegetal coloca as plantas medicinais como um forte
nicho de mercado, sendo uma alternativa para algumas empresas do setor de
fitoterapicos (VILLAS BOAS; GADELHA, 2007).

De acordo com Castro et al. (2004), a Organizagcdo Mundial de Saude

(OMS) recomendou aos paises membros que desenvolvessem pesquisas,
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com o intuito de utilizar as plantas medicinais com propositos terapéuticos. A
realizagdo de estudos quimicos e farmacolégicos contribui para validar a
atividade medicinal dessas espécies, que sao utilizadas pela populagdo como
terapia complementar aos servigos de saude, por serem de facil acesso e
economicamente viaveis (CASTRO et al., 2004; HAEFFNER et al., 2012).

Segundo Rosa et al (2011), no Brasil, em 1986, na 82 Conferéncia
Nacional de Salde, a tematica do uso das plantas medicinais na saude
publica foi abordada, sendo recomendada a introducdo das praticas
tradicionais no atendimento publico de saide. Em um levantamento feito nos
municipios brasileiros pelo Ministério da Saide em 2004, foi constatado que a
fitoterapia no servigo publico de saide contempla 22 estados, atingindo 116
municipios (BRASIL, 2006).

O Brasil é um dos paises com a maior biodiversidade do planeta,
estimada em torno de 20% do total de espécies vegetais existentes. E entre
0s elementos dessa biodiversidade, encontram-se as plantas medicinais
(BRANDAO, 2003; BRASIL, 2009). Esse pais possui aproximadamente um
tergo da flora mundial, e a Amazb6nia é detentora da maior reserva de
produtos naturais com alguma acdo fitoterapica existente no mundo
(SANTOS et al.,, 2011; VILLAS BOAS; GADELHA, 2007). Um dos fatores
responsaveis pela grande quantidade de espécies medicinais existentes no
Brasil é a diversidade de ambientes ecogeograficos, que sao influenciados
pelas variagdes climaticas e/ou edaficas (SILVA, 2005). Segundo Medeiros et
al. (2013), cada um dos ecossistemas brasileiros tem um potencial para
fornecer determinados tipos de recursos de espécies medicinais. Além dos
aspectos culturais, cada um desses ambientes exerce uma influéncia
consideravel sobre os padrbes de selecéo e utilizagdo das plantas medicinais.

Lourenzani et al. (2004) alegam que o mercado brasileiro de plantas
medicinais é ainda desorganizado e amador, sendo responsavel por apenas
US$ 500 milndes do mercado mundial de medicamentos fitoterapicos.
Diferentemente dos demais paises da Europa, da Asia e dos Estados Unidos,

o Brasil ndo possui dados estatisticos suficientes que expliquem o mercado, o
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consumo e as formas de utilizacdo das plantas medicinais, mesmo sendo
comum a tradicdo no uso dessas espécies nos mais variados biomas
brasileiros (VEIGA JUNIOR, 2008).

Mesmo com a grande demanda por espécies de uso medicinal, ha
uma caréncia de informagdes, principalmente por parte do produtor rural e
também nos setores da industria, do comércio e dos consumidores (SOUZA
et al., 2012). No Brasil, as informagbes dos estudos etnofarmacolégicos
realizados demonstram que os relatos dos usos de espécies exdticas sao
muito vastos. Isso ocorre em detrimento das plantas nativas, haja vista que as
informacdes do relato de usos dessas espécies sdo menos amplas (VEIGA
JUNIOR, 2008).

2.2 Fitoterapicos
Um medicamento fitoterdpico, segundo a legislacdo brasileira, é
definido como:

“...] o medicamento obtido empregando-se
exclusivamente  matérias-primas  vegetais. E
caracterizado pelo conhecimento de sua eficacia e
dos riscos do seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade.
Sua eficacia e seguranga sdo validadas através de
levantamentos etnofarmacol6gicos de utilizacado e
documentacdes tecnocientificas em publicagbes ou
ensaios clinicos de fase trés. Nao se considera
medicamento fitoterapico aquele que, na sua
composicao, inclua substancias isoladas, de
qualquer origem, nem as associa¢des destas com
extratos vegetais” (BRASIL, 2004).

Segundo Carmona e Pereira (2013), a Food and Drug Administration
(FDA), em 2004, regulamentou e definiu um medicamento natural como
sendo o extrato complexo obtido de plantas que pode ser utilizado no
tratamento de alguma doenca. A utilizagdo de medicamentos, de
suplementos e também de chas a base de plantas medicinais é configurado
como fitoterapia (LOURENZANI et al., 2004).
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Para Dores et al. (2010), a validagao cientifica dos extratos vegetais
€ importante para manter a qualidade do fitoterapico, uma vez que é
necessario assegurar a coexisténcia das substancias farmacologicamente
ativas ou grupos quimicos presentes na espécie. Essa qualidade é alcancada
com todas as etapas do processamento da matéria-prima ativa vegetal e a
manufatura do produto final, realizada de maneira que conserve o constituinte
ativo e as substancias sinérgicas (DORES et al, 2010). A qualidade do
fitoterapico também é importante, pois, em muitos paises, tém sido relatados
problemas com a qualidade desses medicamentos, mesmo sendo produtos
derivados de origem vegetal e considerados menos prejudiciais devido a essa
origem natural (YU et al., 2013). Segundo Yu et al. (2013), tém ocorrido casos
constantes de alergia a determinados fitoterapicos, e que isso esta sendo
relacionado com a possivel contaminagdo desses medicamentos com
ingredientes toxicos, metais pesados, impurezas, bactérias e outros
contaminantes.

Os fitoterapicos sdo amplamente utilizados desde os tempos mais
antigos no leste da Asia e tornaram-se cada vez mais populares no mundo
ocidental nos tempos atuais (YU et al., 2013). O instituto de pesquisa
americano BBC Research & Consulting estimou, para o ano de 2005, o valor
aproximado para o mercado mundial de fitoterdpicos em torno de US$ 18
bilhdes, com um crescimento de até US$ 19 bilhdes em 2006 e mais de US$
26 bilhdes em 2011 (MCWILLIANS, 2006). Esse valor representou
aproximadamente 3% do mercado global de medicamentos daquele ano
(MARQUES; SOUZA, 2012). De acordo com dados de Carvalho et al. (2008),
esse setor movimenta, no mundo, anualmente, cerca de US$ 21,7 bilhdes de
dolares. No Brasil, no periodo dos anos de 1999/2000, dados da EMBRAPA
(2010) demonstraram que as vendas, no mercado brasileiro de fitoterapicos,
aumentaram 15%, enquanto que o mercado de medicamentos sintéticos
cresceu apenas de 3 a 4%. Segundo Carvalho et al. (2008), o mercado
nacional ndo apresenta dados atuais oficiais sobre o setor de fitoterapicos,

entretanto, estima-se que este mercado alcance, aproximadamente, US$ 160
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bilhdes por ano, no Brasil. A cadeia produtiva nacional dos fitoterapicos
movimenta, anualmente, cerca de US$ 1 bilhdo, e esse valor representa
2,5% no valor mundial (CARVALHO et al., 2008).

A expansdo da utilizacdo de plantas medicinais e de produtos
fitoterapicos no Brasil e no mundo tem impulsionado as industrias
farmacéuticas a investirem em pesquisas de novos farmacos (BRANDAO,
2003). A biodiversidade brasileira tem sido a fonte para o desenvolvimento
de diversas novas drogas (QUEIROZ et al., 2009). Lourenzani et al. (2004)
afirmam que o potencial brasileiro na producdo de medicamentos com
principio ativo de origem vegetal € inigualavel. Os produtos naturais
constituem a maior fonte de protédtipos de drogas, correspondendo aos
compostos, que podem originar novos medicamentos (MURAKAMI, 2009).

Na producdo de um medicamento sintético, gastam-se em torno de
US$ 500 milhdes, partindo de 10.000 produtos, em um periodo de 10 anos.
Entretanto, as plantas medicinais, além de estarem associadas aos valores
culturais, encontram-se disponiveis para uso imediato pelas populacdes de
baixa renda, e para elas, sdo necessarios menores investimentos
(EMBRAPA, 2010). O uso da fitoterapia na saude basica da populagéo pode
representar ndo somente uma diminuicdo nos custos de producdo de um
medicamento, mas sim a aceitagdo do saber popular, com um vinculo e o
respeito pelo valor cultural e pelas condi¢des de vida das populacdes
tradicionais (ROSA et al., 2011).

Leite (2009) admite que as pesquisas realizadas para fabricagédo de
um novo medicamento, baseadas nas informagbes coletadas do
conhecimento tradicional associado, além de reduzirem, significativamente, o
tempo de producdo do medicamento, possibilitaram o desenvolvimento do
primeiro medicamento fitoterapico no Brasil, o Acheflan®. Esse medicamento
foi elaborado com o 6leo essencial da Varronia currassavica Jacq., sendo
indicado para o tratamento de tendinite crénica e dores musculares (LEITE,
2009). Essae fitoterdpico representa um importante marco na industria

farmacéutica brasileira, principalmente por ter sido o primeiro produto
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inovador, pesquisado e desenvolvido totalmente no pais (QUEIROZ et al.,
2009). Foram necessarios sete anos de estudos, com um gasto de mais de
R$ 15 milhdes de investimentos em pesquisas, parcerias com universidades
nacionais, pesquisadores de reconhecimento internacional, para que se
conseguisse produzir o primeiro medicamento 100% nacional, a partir da
erva-baleeira (DORES et al., 2010).

2.3 Metabolitos secundarios

Os metabolitos secundarios ou produtos naturais sdo compostos
organicos produzidos por vegetais, mas também por animais e
microorganismos, como fungos e bactérias. Os estudos sobre essas
substancias iniciaram-se no final do século XIX e inicio do século XX, devido
ao interesse na aplicagdo dessas substancias como drogas medicinais,
venenos, aromatizantes e materiais industriais (TAIZ; ZEIGER, 2004). Essas
substancias sao provenientes do metabolismo secundéario dos vegetais, que,
diferentemente do metabolismo primario, o qual além de ter relagéo direta em
processos, como a fotossintese, a respiracdo, sintese de proteinas e
gorduras, entre outros processos, e que ocorre em todos vegetais, o
metabolismo secundario tem uma limitada distribuicdo no reino vegetal. Sao
encontrados em apenas alguns organismos, sendo restrito a algumas
espécies ou a um grupo de espécies relacionadas, sendo a expressdo da
individualidade dessas (DEWICK, 2009; TAIZ; ZEIGER, 2004).

S&o substéncias que ndo sdo produzidas em todas as condigdes, e
seus beneficios e fungbes para os organismos que as produzem, ainda, nao
estdo muito bem esclarecidos. Contudo, representam um papel vital para
esses organismos (DEWICK, 2009). Sabe-se que, nos vegetais, o0s
metabdlitos secundarios apresentam fungdes ecoldgicas importantes, como a
protecdo contra herbivoria; protecdo contra infecgbes causadas por
patégenos; atuam como agentes na competicdo planta-planta; atraem
polinizadores e dispersores de sementes, dentre outras funcoes (TAIZ;

ZEIGER, 2004). Representam importantes ferramentas nas diversas
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interacdes das plantas com o meio ambiente (THOLL, 2006).

Dividem-se em trés grupos principais quimicamente distintos: os
terpenos, os compostos fendlicos e os compostos nitrogenados. No grupo
dos terpenos, é que se encontram classificados os 6leos essenciais (TAIZ;
ZEIGER, 2004). A composi¢cdo quimica dos metabdlitos secundarios é
decorrente da sua formacgéo e transformacao, durante o crescimento vegetal,
devido ao fator genético, ao fator ambiental e as técnicas de cultivo (CASTRO
et al., 2002).

A mistura dos metabdlitos secundarios pode ser mais biologicamente
ativa do que os seus componentes atuando individualmente ou em
combinacgdes aleatérias (LILA; RASKIN, 2005). Para Mbosso et al. (2010),
esses metabolitos constituem, atualmente, uma importante fonte de
substancias bioativas, com um crescente interesse cientifico, devido a busca
de novos agentes terapéuticos de origem vegetal, impulsionado pelo aumento
da resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos comumente
utilizados.

Uma nova utilizagdo dos metabdlitos secundarios vem sendo testada
em trabalhos recentes, desenvolvidos por Ludley et al. (2009) e Steffen et al.
(2013). Devido as propriedades encontradas em alguns compostos, como 0s
Oleo essenciais, esses tém sido testados como uma alternativa biotecnoldgica
no manejo de microrganismos patogénicos ou simbiontes do solo, como o
crescimento micelial de fungos ectomicorrizicos (BA et al. 2010; LUDLEY et
al., 2009). Esses organismos sdo inoculados em espécies florestais,
facilitando o estabelecimento dessas plantas em solos pouco férteis ou
contaminados (STEFFEN et al., 2013).

O fator genético, influenciado pelo ambiente e por fatores
ontogenéticos no metabolismo secundario, tem relevada importancia na
producdo das plantas medicinais, haja vista que a qualidade do produto final
que serd obtido é muito influenciada tanto pelas técnicas de cultivo quanto
pelas caracteristicas genéticas da populagdo cultivada (MARTINS;
FIGUEIREDO, 2009; MONTANARI JUNIOR, 2002).
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2.4 Oleos essenciais

Os o6leos essenciais sao substancias organicas volateis, lipofilicas e
liquidas, conhecidas pelo aroma que caracteriza certas plantas (DORES et
al., 2010; MARTINS et al., 2000). Sao encontrados em um 6rgao vegetal ou
em toda a planta, mas, principalmente, nas folhas e nas flores (CORREA
JUNIOR et al., 2006). Sao constituidos, principalmente, por mono e por
sesquiterpenos e, também, por fenilpropanoides, que sdo metabdlitos que
conferem aos 6leos suas caracteristicas organolépticas (BIZZO et al., 2009).

Constituem uma mistura de componentes volateis com diversas
fungbes biologicas necessdrias a sobrevivéncia da planta (SILVA et al,
2013), atuando como atrativo para polinizadores, intervindo com os
horménios, como reguladores da transpiracdo e até com uma defesa indireta,
atraindo inimigos naturais de herbivoros (CHENG et al., 2007; MARTINS et
al., 2000). Sao considerados como recursos renovaveis com diversas
aplicagbes industriais (SILVA, 2005).

Segundo Dores et al. (2010), os 6leos essenciais sdo extraidos,
principalmente, por destilacdo, arraste a vapor ou por pressédo. Esse Ultimo
para pericarpos de frutos citricos. Em grande parte dos casos, o o6leo
essencial obtido caracteriza-se pela mistura de compostos aromaticos, em
que um desses pode ser 0 composto quimico majoritario, considerado como o
marcador quimico (DORES et al., 2010).

A diversidade de substancias incluidas nesse grupo de principios
ativos é que determina a ampla variedade de acbes farmacoldgicas, que
apresenta como antivirdtico, antiespasmédico, analgésico, cicatrizante, etc.
(MARTINS et al., 2000). Aimeida et al. (2013) observaram a agao bactericida
e fungicida do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. em cepas
de Staphylococcus spp., em Streptococcus mutans e em Candida spp.
Rodrigues et al. (2012) indicam o 6leo essencial das folhas de erva-baleeira
como adjuvante de antibiéticos com agao sobre os fungos Candida albicans e

Candida krusei e também sobre as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus
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cereus e Escherichia coli. Millezi et al. (2013) relatam que o 6leo essencial
das espécies Satureja montana L., Cymbopogon nardus L. e Citrus limonia
Osbeck possui acdo antimicrobiana contra cepas das bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia col.

Bizzo et al. (2009), ao realizarem uma pesquisa nos bancos de
dados americano United Nations Commodity Trade Statistics Database
(COMTRADE) e no Internacional Trade Center (ITC), identificaram os
Estados Unidos e paises da Unido Europeia (especialmente a Franga) como
os principais importadores de Oleo essencial, com 40% e 30%,
respectivamente. Sdo importados desde 6leos de laranja [Citrus sinensis (L.)
Osbeck], de sassafras [Cinnamomun micranthum (Hayata) Hayata] até
eucalipto (tipo citronela) (Eucalyptus citriodora Hook.).

O Brasil j4 foi destaque na exportacdo dos 6éleos de pau-rosa,
sassafras e menta, entretanto problemas como a falta de manutengédo do
padrdo de qualidade, a baixa representatividade nacional e os poucos
investimentos governamentais geraram um quadro estatico no setor (BIZZO
et al, 2009). Porém o pais ainda figura numa posi¢cdo de destaque na
producdo de o6leos essenciais, sendo considerado como um dos quatros
grandes produtores mundiais, ao lado da india, China e Indonésia. Produz,
principalmente, 6leos essenciais de frutos citricos, subprodutos da industria
de sucos concentrados (BIZZO et al., 2009).

2.5 A erva-baleeira — Varronia curassavica Jacq.
2.5.1 Origem e botanica

A Varronia curassavica Jacq. € uma espécie nativa do Brasil e
pertencente a familia Boraginaceae, que ocorre espontaneamente em toda a
costa brasileira, desde a regiao nordeste a regiao sul do pais (LORENZI;
MATOS, 2008; SERTIE et al, 1991). O género Cordia apresenta,
aproximadamente, 350 espécies e possui individuos ocorrendo nos paises do
México e Peru (GOTTSCHLING et al., 2005). Nao é incomum encontrar a

espécie no interior dos estados do Ceard, Sdo Paulo, Minas Gerais e Goias,
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em terrenos pouco férteis e bem drenados (LORENZI; MATOS, 2008;
MONTANARI JUNIOR, 2011; SERTIE et al., 1991). Do Ceara ao Rio Grande
do Sul, a espécie ocorre, principalmente, em cerca de 500 a 1000 m do litoral,
nas orlas abertas do Atlantico, sendo considerada como uma planta daninha
(GILBERT; FAVORETO, 2012). A espécie €, ainda, encontrada em &reas
sazonalmente secas, e é considerada como um importante elemento nas
florestas tropicais deciduas, em florestas arbustivas e em florestas tropicais
Uumidas (GOTTSCHLING et al., 2005).

E popularmente conhecida como erva-baleeira ou erva-balieira
(LORENZI; MATOS, 2008; MONTANARI JUNIOR, 2011). De acordo com
Montanari Janior (2011), esse nome comum tem associagao a caga a baleia
realizada no litoral de Santa Catarina. Quando os pescadores se feriam na
caga, eram ensinados pelos nativos a empregar a planta para curar os
machucados ocasionados na atividade. A espécie apresenta diversas
sinonimias cientificas, como: Cordia verbenacea DC, Cordia salicina DC.,
Cordia curassavica, Cordia curassavica auctt. bras. Ex Fresen, Cordia
cylindristachia auctt. bras. Ex Fresen, Lithocardium fresenii Kuntze,
Lithocardium salicinum Kuntze, Lithocardium verbaceum Kuntze (CARVALHO
JUNIOR et al., 2004; FERNANDES et al., 2007; LAPA, 2006; LORENZI,
2002). Segundo Carvalho Junior et al. (2004), devido a esse fato, é
necessario que seja feita uma diagnose morfolégica correta na planta
estudada. A maioria dos artigos cientificos sobre a espécie encontrados na
literatura a aborda como Cordia verbenacea DC. (LAPA, 2006; MONTANARI
JUNIOR, 2011).

A espécie é classificada como um arbusto ereto, que pode atingir de
1,5 a 2,5 metros de altura, ramificado, com folhas simples, coriaceas e
aromaticas, com 5 a 9 centimetros de comprimento. As flores sdo pequenas e
brancas, dispostas em inflorescéncias racemosas terminais, de 10 a 15 cm de
comprimento (LORENZI; MATOS, 2008). Os frutos sé@o cariopses esféricas e,
quando maduros, possuem a coloracdo vermelha (GILBERT; FAVORETO,
2012; LORENZI; MATOS, 2008).
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A erva-baleeira possui nectarios extraflorais para a atragdo de
formigas. Esses insetos ndo prejudicam a polinizagdo da espécie, pois a
polinizagao, nesse caso, € realizada por insetos voadores, que sao rapidos e
despendem pouco tempo em suas visitas. As formigas realizam a remogao de
insetos que permanecem mais tempo na flor e que poderiam provocar danos
com a herbivoria (BELO et al., 2011).

Ventrella e Marinho (2008), estudando a morfologia e a histoquimica
dos tricomas da erva-baleeira, observaram que a espécie possui tricomas
glandulares e nao-glandulares em ambas as superficies foliares. Os tricomas
nao-glandulares sédo divididos em: curtos e longos, distribuidos de forma
escassa, principalmente na superficie abaxial e préximos as regidées ao longo
das nervuras foliares. Os tricomas glandulares sédo divididos em reniformes e
globulares, distribuidos nas regides internervais, ocorrendo de maneira
abundante na superficie abaxial. Os tricomas glandulares globulares
armazenam, principalmente, os 6leos essenciais da espécie, enquanto que os
tricomas glandulares reniformes armazenam basicamente os flavonoides,
como a artemetina, que é um dos compostos ativos presentes na planta
(SERTIE et al., 1991).

2.5.2 Usos, estudos farmacologicos e composicado quimica

A espécie € amplamente utilizada como anti-inflamatéria, antiartritica,
analgésica, ténica e antiulcerogénica. O ch&d das folhas é indicado na
cicatrizacao de feridas externas e em ulceras (LORENZI; MATQOS, 2008). Vaz
et al. (2006) indicam a planta para tratamento de hematomas e contusdes.
Rodrigues et al. (2012) recomendam o uso do éleo essencial da espécie
como adjuvante de antibiéticos contra bactérias patogénicas do trato
respiratério. Carvalho Junior et al. (2004) admitem que o 6leo essencial da
espécie apresenta propriedades antifiingicas e antibacterianas. Matias et al.
(2013) ndo encontraram acdo antibacteriana clinicamente significativa do

extrato e das fragdes do extrato das folhas, quando esses foram utilizados
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isolados. Somente quando foram combinados com aminoglicosideos,
apresentaram atividade sinérgica significativa.

Oliveira et al. (2011) avaliaram o efeito do extrato etanélico de folhas
de erva-baleeira sobre a agdo de mastécitos. Essas células produzem uma
substancia denominada histamina, que é mediadora do processo pré-
inflamatério em diferentes espécies de animais. Esses autores observaram
que o extrato das folhas inibiu a secrecdo da histamina in vitro e in vivo.
Afirmam, ainda, que a espécie possui efeito terapéutico no tratamento de
doencgas alérgicas que envolvem a histamina no processo, como asma, rinite,
alergias alimentares e dermatites.

Hernandez et al. (2007) relatam, em seu trabalho, que o 06leo
essencial e os extratos hexanico, cloroférmico e metandlico das folhas
possuem atividade antibacteriana e antifingica. Além disso, esses autores
validaram a utilizagdo popular da espécie medicinal para doencas do trato
respiratério, para doencas dermatolégicas e do trato gastrointestinal. Roldao
et al. (2008) afirmam que o extrato etandlico bruto de folhas da espécie
possui pronunciada atividade analgésica e antiulcerogénica. Relacionam esse
efeito as varias classes de compostos secundarios da planta, principalmente
aos compostos fendlicos.

Sertié et al. (1991) realizaram os primeiros estudos cientificos com a
espécie, investigando a acdo anti-inflamatéria da planta e isolaram o
flavonoide artemetina como composto ativo responsavel por essa atividade.
Entretanto, Bayeux et al. (2002) afirmam que a agao anti-inflamatéria da
planta ndo pode ser atribuida somente a esse flavonoide. Em conformidade
com esses autores, em estudos realizados com a artemetina pura e com o
extrato etandlico bruto, a atividade do composto puro foi 54 vezes menor que
a observada com o extrato bruto. Fernandes et al. (2007) defendem a ideia
de que os sesquiterpenos isolados do éleo essencial da erva-baleeira, a-
humuleno e B-cariofileno é que apresentam pronunciada atividade anti-
inflamatéria, indicando os compostos como uma alternativa terapéutica

relevante para o tratamento de doengas inflamatérias. Santos et al. (2007),
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avaliando a composicdo quimica do 6leo essencial de erva-baleeira, por meio
do fracionamento e da identificacdo dos constituintes monitorados pela
atividade farmacoldgica, determinaram como principio ativo o a-humuleno.
Segundo esses autores, esse composto é utilizado como marcador do
fitomedicamento. Corroborando Santos et al. (2007), Gilbert e Favoreto
(2012) admitem que o a-humuleno é um importante constituinte quimico do
6leo essencial da erva-baleeira e é considerado como o marcador quimico do
mesmo. De acordo com Carvalho Junior et al. (2004), o 6leo essencial da
espécie apresenta, principalmente, os mono e sesquiterpenos: a-pineno, B-
cariofileno e aloaromadendreno.

Por meio do estudo farmacoldgico biomonitorado e de testes
individuais dos compostos, o a-humuleno (FIG. 1) foi considerado como o
principal composto responsavel pela atividade anti-inflamatéria. Esse
composto atua blogueando a enzima ciclo-oxigenase 2, que esté presente no
metabolismo das prostaglandinas, que s&do substancias envolvidas nos
processos inflamatorios e na sintomatologia desses processos (DORES et al.,
2010; SANTOS et al., 2007).

FIGURA 1- Estrutura quimica do a-humuleno
Fonte: Da autora.

Conforme afirma Magalhdes (2010), o Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas, juntamente com o Laboratério
Aché, por meio da indicagdo do uso popular da espécie, para contusdes e
dores musculares, validaram a propriedade anti-inflamatéria do éleo
essencial, por meio de pesquisas farmacolédgicas. Assim, realizou-se um

levantamento do mercado dos medicamentos anti-inflamatérios, sendo
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possivel elaborar um plano para a producdo sustentavel de um novo
fitoterapico no Brasil. O medicamento desenvolvido a partir do 6leo essencial
da espécie, o Acheflan®, utiliza uma mistura padronizada, que contém o a-
humuleno e também o B-cariofleno como componentes ativos. Esse
medicamento, mediante aprovagédo pela Food and Drug Administration (FDA),
tem sido enviado aos Estados Unidos, ao Canada e ao Japao (BOLZANI et
al., 2012).

2.5.3 Aspectos produtivos

Arrigoni-Blank et al. (1999) sustentam que a erva-baleeira € uma
espécie com baixa exigéncia nutricional e/ou elevada eficiéncia de absorgao e
utilizacdo dos nutrientes, pois, em seu trabalho, avaliando a resposta da
planta a adubagao quimica e a aplicagao de calagem no cultivo, observaram
que os tratamentos com a omissdo da calagem e dos nutrientes da adubacéo
nao resultaram efeitos drasticos no crescimento e na producdo da matéria
seca. Entretanto os autores afirmam que, quando a espécie é cultivada em
solos &cidos e de baixa fertilidade, devem ser feitas essencialmente a
calagem e a adubacdo para incrementar 0 seu desenvolvimento, uma vez
que a omissdo da calagem e dos nutrientes N, K e B levou as maiores
quedas na producao de folhas, 6rgdo esse que € primordial na obtencdo do
Oleo essencial da espécie.

A propagacdo da espécie pode ser realizada, principalmente,
utilizando sementes, mas também por estacas de ramos novos (GILBERT;
FAVORETO, 2012; MAGALHAES, 2010). Segundo Montanari Junior (2011),
a planta é uma espécie perene que pode ser colhida regularmente. Uma
lavoura de V. curassavica Jacq., apds trés anos, pode atingir producdo de
biomassa de 16.000 kg ha” ano”, suficiente para produzir 10 kg de oleo
essencial. Utilizando genétipos selecionados e com melhores técnicas de
cultivo, pode-se atingir 25 kg ha™ ano™ de 6leo essencial (MORANDI, 2009).
Magalhaes (2010) relata que o preco estimado na obteng¢do do kg de folhas

secas de Varronia curassavica Jacq., é, em média, R$ 5,00. Para o éleo
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essencial o valore pelo kg do produto, chega a R$ 5.280,00, com margem de
lucro de 20%. O padrao de qualidade ideal para a industria farmacéutica € um
6leo essencial que contenha o teor minimo de 2% v/v de a-humuleno. Para se
conseguir 1 kg, de 6leo devem-se processar 800 kg de biomassa fresca, com
o0 teor de 6leo dessa biomassa considerado de 0,12% v/v (MAGALHAES,
2010).

2.6 Espacamento

O arranjo de plantas define-se como o padréo de distribuigdo das
mesmas em uma determinada area de cultivo (FAVORITO et al., 2011). Com
0 intuito de melhorar o aproveitamento do espaco fisico, & importante
conhecer a capacidade produtiva de uma espécie, quando essa for submetida
a diferentes arranjos populacionais. Esse importante aspecto pode variar em
funcdo do espacamento entre plantas e entre linhas, o que ird determinar a
densidade ideal de plantio (FAVORITO et al., 2011).

A densidade de plantas no campo pode vir a contribuir positiva ou
negativamente para a competicdo entre a cultura e as plantas invasoras por
agua, radiagao e nutrientes (MONTEIRO et al., 2011). Zanine e Santos (2004)
alegam que plantas, em um ambiente com sombreamento na area, podem ter
0 seu crescimento alterado. Isso porque o nivel de radiacdo solar de cada
uma é diminuido. A altura das plantas e a area foliar influenciam na sua
habilidade competitiva, alterando na penetragéo de luz no dossel das plantas
na area. A altura e a profundidade da copa podem ter relevancia na
competicdo por luz e nos padroes de coabitacdo das espécies (ZANINE;
SANTOS, 2004).

Na area de plantio, as plantas podem ser distribuidas de varias
formas. As variagdes na distancia entre plantas e entrelinhas constituem
diversos arranjos nos cultivo (WANDERER; BARROS, 2006). O arranjo das
plantas na &rea de cultivo pode ser manejado ainda, por meio de alteracdes
na densidade desses individuos no local (ARGENTA et al, 2001). O

conhecimento do comportamento ecofisiolégico das espécies, em arranjo
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espacial sob efeito da populagdo ideal de plantas, constitui um dos
componentes basicos visando aos aspectos econémicos e fitotécnicos, que
irao fornecer subsidios para tomadas de decisdo e andlise do potencial
produtivo e qualitativo da espécie em questdo (MAIA-ALMEIDA et al., 2011).

Favorito et al. (2011) avaliaram o efeito de cinco espagamentos entre
plantas e dois espagamentos entre linhas de plantio sobre as caracteristicas
produtivas do manjericao (Ocimum basilicum L.). Esses autores observaram
que, para a produgdo da massa fresca das folhas, o espacamento entre
plantas de 0,50 m e entre linhas de 0,20 m sdo os mais indicados, para se
obter a maior produtividade. Para a massa fresca da parte aérea por area, o
menor espagamento entre plantas (0,10 cm) e entre linhas (0,20 m) resultou
na maior producdo. O didametro da copa somente no espagamento entre
plantas de 0,30 m foi superior ao espagcamento de 0,20 m. Segundo os
autores, o menor espagamento leva a um baixo aproveitamento dos recursos
disponiveis no meio, prejudicando o potencial genético da planta. Entretanto,
indicam o adensamento da cultura do manjericdo, para aumentar os ganhos
com a produtividade.

Carnevali et al. (2012) trabalharam com cinco espagamentos entre
plantas e adicdo de cama-de-frango na area de cultivo de Campomanesia
adamantium (Cambess) O. Berg., avaliando a producdo da biomassa dos
frutos. O maior nUmero e a maior massa fresca dos frutos foram observados
nos menores espacamentos utilizados. O maior niumero de frutos (28,56
frutos planta”) foi observado no espacamento de 0,32 m e a maior massa
fresca de frutos (83,65 g planta'1) foi obtida no espagamento de 0,35 m.
Segundos esses autores, provavelmente ndo ocorreu uma competicdo entre
plantas, devido ao menor espagcamento, de maneira que reduzisse a
producéo dos frutos. A espécie é encontrada em areas nativas, ocorrendo em
grupos de plantas préximas, o que dificulta o distanciamento de uma Unica
planta na é&rea.

Maia-Almeida et al. (2011) avaliaram a influéncia de quatro

densidades de plantio e 6 épocas de colheita em quebra-pedra [Phyllanthus
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amarus CPQBA 14] sobre teor e a produtividade de filantina. Esses autores
observaram que o aumento da densidade de plantio influenciou no teor
/concentragdo (m/m) da filantina. O valor maximo (8,66 g kg™') encontrado na
massa de matéria seca das folhas ocorreu no adensamento estimado em
299.860 plantas ha™. A produtividade de filantina teve interagdo significativa
entre as densidades de plantio e épocas de colheita, sendo o maior valor
obtido nas densidades de 200.000 e 400.000 plantas ha' colhidas aos 97,12
e 95,17 dias apéds o transplantio, alcancando os valores de 39,3 kg ha'e 37,8
kg ha™ de filantina, respectivamente. Os adensamentos maiores e menores
que esses foram inferiores na produtividade de filantina. Segundo os autores,
esses resultados diversos encontrados nas densidades populacionais
estudadas podem ser devido a um nivel critico de competicdo entre as
plantas, e esse estresse relaciona-se as variagbes da biossintese e ao

acumulo de filantina.

2.7 Cobertura morta

A utilizagéo da cobertura morta € uma pratica que consiste em cobrir
0 solo ap6s o plantio (PINTO; BERTOLUCCI, 2002). A pratica da aplicagao
da cobertura morta ou ainda de plasticos na area de cultivo proporciona
diversos beneficios ao agricultor e ao ambiente, dentre os quais podem-se
citar: melhoria da retengéo de agua; redugao da temperatura do solo; redugéo
ou impedimento do aparecimento de espécies invasoras; promog¢do da
economia de 4gua de irrigacdo e diminuigao dos custos de producao; além de
reduzir o contato da parte aérea da planta diretamente com o solo, por agao
dos respingos de chuva e irrigacdo (BRANCO et al., 2010; MARTINS et al.,
2000). Para as plantas medicinais, esse tipo de manejo pode reduzir,
significativamente, a carga microbiana da droga vegetal, que representa,
atualmente, grande problema na producdo dos fitoterdpicos (MARTINS;
FIGUEIREDO, 2009; PINTO; BERTOLUCCI, 2002).

De acordo com Sartorio et al. (2000), & recomendavel que, quando

se fizer o uso da cobertura morta, a area de cultivo seja toda coberta com
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uma camada de 5 a 15 cm, de acordo com a qualidade e a quantidade do
material disponivel. A aplicagdo da cobertura morta deve ser realizada antes
do periodo chuvoso, visando a melhorar o efeito do controle da erosao,
protegendo o solo (SARTORIO et al., 2000).

A utilizacdo de residuos orgénicos (palha, capim seco, casca de
arroz, etc.) pode ser realizada na forma de cobertura morta ou incorporada ao
solo (MUNARIN et al., 2010; SARTORIO et al., 2000). A pratica de cobrir o
solo com algum tipo de cobertura é um dos fatores eficientes para minimizar
os efeitos indesejaveis da exploracdo dos solos agricolas. Os residuos
organicos promovem uma agao protetora ao solo, por exemplo, interceptando
as gotas de chuva e diminuindo o seu impacto no solo, que reduz o tamanho
dos agregados, o que facilitaria a ocorréncia da erosdo (MARTINS; ROSA
JUNIOR, 2005).

Lemos et al. (2013), trabalhando com o controle de plantas invasoras
em cultivo organico e em convencional de capim-liméao (Cymbopogon citratus
(DC) Stapf.), observaram que, em ambos, a presenca da cobertura morta
reduziu a quantidade de espécies invasoras. No cultivo organico, além da
presenca da cobertura morta, os autores alegam que as condigdes de
homeostase do solo, devido ao ndo revolvimento nesse tipo de cultivo,
garantiram mais vantagens a cultura. Na altura de plantas, a média no cultivo
organico foi superior ao convencional, devido aos efeitos da matéria orgénica,
que melhorou a agédo microbioldgica do solo, disponibilizando nutrientes e
mantendo a microfauna. A produtividade de biomassa n&o diferiu
significativamente entre os cultivos. Porém o rendimento e o teor do éleo
essencial do capim-limao no cultivo organico, com ou sem a cobertura morta,
foram superiores ao convencional: 49,20 kg ha' e 0,93%; 34,20 kg ha' e
0,79%, respectivamente. Para Lemos et al. (2013), a cobertura morta
uniformiza a umidade e a temperatura do solo, permitindo melhores respostas
das culturas na competigdo com plantas invasoras.

Borella et al. (2011) trabalharam com a influéncia da adubagéo

quimica e organica e da cobertura morta na produtividade de biomassa e no
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teor de flavonoides de caléndula (Calendula officcinalis L.). Esses autores
relatam que as médias dos tratamentos com a cobertura morta foram
estatisticamente iguais quanto ao namero de inflorescéncias, a massa seca
dessas inflorescéncias e a massa da droga vegetal. De acordo com os
autores, isso sugere que, para essa espécie, nessas condicoes
experimentais, a cobertura morta ndo incrementou a produtividade. O teor de
flavonoides ndo foi influenciado pelo tipo de adubagédo e pelo uso de
cobertura morta.

Trabalhando com Calendula officcinalis L., avaliando o efeito da
adubacao organica com o uso da cobertura morta em duas colheitas, Aradjo
et al. (2009), observaram as maiores produg¢des da biomassa aumentando a
dose do composto organico, sem interacdo significativa com a cobertura
morta. Para o teor de flavonoides na primeira colheita, 0 maior teor ocorreu
no tratamento com cobertura morta (0,58%), utilizando a dose de 68 t ha' de
composto orgénico. J& na segunda época, o maior teor dos flavonoides
também foi observado no tratamento com cobertura morta (0,70%), utilizando
59 t ha' de composto organico. Na segunda colheita realizada, os autores
relataram um maior teor de flavonoides totais com a presenca da cobertura
morta na area de cultivo.

Diversos trabalhos tém sido conduzidos utilizando a cobertura morta
para avaliar a produtividade de culturas, como o meloeiro (TEOFILO et al.,
2012), o tomateiro (SILVA et al., 2009), a melissa (BIASI et al., 2009), dentre
outras. Muitas das vezes, a presenga da cobertura morta, independente da
origem do material utilizado, por favorecer o controle de plantas daninhas no
local, fez com que ocorresse um aumento na caracteristica de interesse das

espécies estudadas.

2.8 Biologia reprodutiva
A fenologia estuda o ritmo sazonal dos eventos bioldgicos periddicos
de uma espécie em relacao aos fatores bidticos e abibticos, além da inter-

relagdo das fenofases em uma mesma espécie ou entre espécies diferentes.
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E a ocorréncia de cada evento fenoldgico é critica para a sobrevivéncia e a
reproducdo dos organismos (CALDEIRA JUNIOR et al., 2008; CARVALHO
JUNIOR et al., 2011). Com os estudos fenoldgicos, é possivel conhecer as
fases do ciclo de vida da espécie analisada, como a reprodugdo, a
deciduidade e o ciclo vegetativo, que sao caracteristicas que podem ser
utilizadas para o correto manejo da espécie (SANTOS et al., 2009).

O estudo da biologia reprodutiva de uma espécie vegetal é importante
para compreender os eventos que fazem parte do seu ciclo de vida e também
para fornecer informagbes para o entendimento da regeneragdo natural do
individuo, subsidiando agdes de conservagao (CARVALHO; OLIVEIRA, 20083;
SANTOS et al., 2010). O sucesso dos programas de melhoramento genético
vegetal e de conservacdo irda depender, diretamente, do completo
conhecimento do processo de reprodugdo da espécie estudada (FACANALI
et al., 2009).

Santos et al. (2010) estudaram a biologia reprodutiva de Miconia
angelana, uma espécie endémica da regido da nascente do Rio Séao
Francisco, na Serra da Canastra em Minas Gerais. Os autores relatam que
essa espécie apresenta floragdo precoce, ocorrendo no comeco das chuvas.
Possui variabilidade de visitantes florais, principalmente mariposas e vespas.
A producdo de néctar e o forte e desagradavel odor liberado pelas flores
atraem uma quantidade elevada de moscas, evidenciando que a polinizagao
de M. angelana pode ser realizada por esses insetos. Além disso, esse
estudo demonstrou que a espécie é autdbgama e generalista quanto ao
sistema de polinizagdo, o que garante, além da fixagao dos genes favoraveis
na populagdo em ambientes com pequenas populagdes, uma “seguranca
reprodutiva” a espécie, pois, nessas populagdes, a fecundagédo cruzada é
dificultada.

Facanali et al. (2009), estudando a biologia reprodutiva de
populagcbes de manjericao (Ocimum selloi Benth.), observaram que a espécie
apresenta combinagdo de sistemas reprodutivos, com formagao de frutos e

sementes tanto em polinizagao livre quanto em autopolinizagdo espontanea.
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Observou-se que uma mesma populacdo com inflorescéncias ensacadas,
ocorreu um aumento significativo no total de frutos, sem diferenga significativa
no total de sementes. Isso indica que a planta apresenta uma estratégia
reprodutiva investindo em maior produgéo de frutos para compensar a menor
producdo de sementes. Ocorre um sistema de reprodugdo misto, com
cruzamentos e autofertilizacdes, ou seja, pode a espécie se reproduzir tanto
por autogamia quanto por alogamia. Esses autores relatam a ocorréncia da
cleistogamia na espécie, uma vez que a autopolinizagdo ocorre na pré-
antese, indicando, assim, a compatibilidade. Porém a fertilizagdo ocorre na
pbs-antese, possibilitando a fecundacdo cruzada. Relatada como o visitante
floral mais comum, a espécie Apis mellifera foi considerada como o
polinizador desse manjericdo. Como o estigma permanece receptivo apos a
abertura da flor e até mesmo apds a autopolinizacdo, garante que a

fertilizagado ocorra, caso haja possiveis falhas na autopolinizacéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta pesquisa foi determinar o teor e a
caracterizagdo quimica do 6leo essencial de erva-baleeira, sob influéncia do
espacamento de plantas e da cobertura morta na area de cultivo. E, ainda,
acompanhar a fenologia reprodutiva, descrever a biologia floral e determinar o
sistema reprodutivo da espécie em acessos da colecao de germoplasma
existente no ICA/UFMG.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar se a interagdo entre o espacamento e a cobertura morta
promoveu um incremento no teor € na produgao do 6leo essencial;

e determinar se a interagdo entre 0o espagamento e a cobertura morta
influenciou na matéria fresca e na matéria seca da espécie;

e quantificar a o a-humuleno e o [-cariofileno presente no 6leo
essencial da erva-baleeira;

e determinar os demais componentes majoritarios presentes no 6leo
essencial;

e determinar a biologia reprodutiva da espécie nas condigbes de um

banco de germoplasma.
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CAPITULO 2 - BIOMASSA, TEOR, PRODUGAO E COMPOSICAO
QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DA ERVA-BALEEIRA (Varronia
curassavica Jacq.) SOB INFLUENCIA DO ESPACAMENTO DE PLANTIO
E DA COBERTURA MORTA

RESUMO

Varronia curassavica Jacq. € uma espécie nativa brasileira, com propriedade
medicinal anti-inflamatéria. Conhecer as condi¢des de cultivo de uma espécie
medicinal é importante na sua conservagcao e na produgdo sustentavel. O
objetivo desta pesquisa foi avaliar a biomassa, o teor e a producado do dleo
essencial e a sua caracterizagdo quimica sob dois espagcamentos, com e sem
cobertura morta. Utilizou-se o delineamento de blocos casualizados, em
esquema fatorial 2x2 (dois espagamentos - 1,6 x 0,5 me 1,0x 0,5 m x com e
sem cobertura morta), com cinco repeticées e 12 plantas por parcela. Apds
168 dias de cultivo, avaliaram-se: a altura, o didmetro do caule, a matéria
fresca, a matéria seca, o teor e a produgéo do 6leo e a sua caracterizagéo
quimica. O Oleo essencial foi extraido por hidrodestilagdo e analisado por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (CG/EM).
Houve interagéo significativa para o teor, producao do 6leo e matéria fresca.
Para o teor, o menor espagamento com cobertura morta (2,25%) e o maior
espacamento sem cobertura morta (1,81%), resultaram nas médias
superiores. Na producéo do éleo, 0 menor espagamento com cobertura morta
resultou na maior média significativa: 484,50 kg ha'. Na matéria fresca, as
maiores significativas das médias ocorreram no menor espagamento com
cobertura morta: 8765,0 kg ha', seguido do maior espacamento sem
cobertura morta: 6112,5 kg ha'. Para a matéria seca, apenas o menor
espagamento foi significativo, com 3052,14 kg ha”'. Ndo houve diferenca
significativa para a altura e o didametro. As concentra¢des do a-humuleno e do
B-cariofileno nao foram diferentes significativamente entre os tratamentos.

Palavras-chave: Oleo essencial. Plantas medicinais. o-humuleno. B-

cariofileno. Varronia curassavica Jacq.
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CHAPTER 2 - BIOMASS, CONTENT, PRODUCTION AND CHEMICAL
COMPOSITION OF THE ESSENTIAL OIL OF ERVA-BALEEIRA (Varronia
curassavica Jacq.) UNDER INFLUENCE OF SPACING OF PLANTING AND
OF THE MULCH

ABSTRACT
Varronia curassavica Jacq. is a Brazilian native species, with anti-
inflammatory medicinal property. Knowing the culture conditions of a
medicinal species is important in its conservation and in sustainable
production. The objective of this research was to evaluate the biomass, the
content and the production of essential oil and its chemical characterization
under two spacings, with and without mulch. It was used a randomized block
design in a 2x2 factorial design (two spacings - 1.6 x 0.5 m and 1.0 x 0.5 m x
with and without mulch), with five replications and 12 plants per plot. After 168
days of cultivation were evaluated: height, stem diameter, fresh matter, dry
matter, content and production of the oil and its chemical characterization. The
essential oil was extracted by hydrodistillation and analyzed by gas
chromatography coupled with mass spectrometer (GC / MS). There was a
significant interaction for the content, production of oil and fresh matter. For
the content, the smallest spacing with mulch (2.25%) and the largest spacing
without mulch (1.81%) resulted in higher average. In the production of oil, the
smallest spacing with mulch resulted in the greater significant average: 484.50
kg ha™. In the fresh matter, the highest significant averages occurred in the
smallest spacing with mulch: 8765.0 kg ha-', followed by the wider spacing
without mulch: 6112.5 kg ha. For dry matter, only the smallest spacing was
significant, with 3052.14 kg ha™'. There was no significant difference to height
and diameter. The concentrations of a-humulene and B-caryophyllene were
not significantly different between the treatments.
Keywords: Essential oil. Medicinal plants. a-humulene. B-caryophyllene.

Varronia curassavica Jacq.
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1 INTRODUGAO

O uso de plantas, com propriedades terapéuticas e fitoquimicos
isolados para a prevengdo e o tratamento de varias doengas na saude, tem
sido uma antiga pratica, tdo antiga quanto a prépria histéria humana, e, por
um longo periodo de tempo, os produtos vegetais, animais e minerais foram
as principais fontes de drogas (RATES, 2001; SAHOO et al, 2010). Os
medicamentos fitoterapicos sdo amplamente utilizados no mundo. Porém ha,
ainda, uma grande lacuna entre a melhor evidéncia cientifica para
comprovagcdo da eficacia de tais medicamentos e o que as pessoas
realmente usam para tratar uma doengca (CARMONA; PEREIRA, 2013).

A erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.) é um arbusto distribuido
ao longo da regido costeira do Brasil. As suas folhas sdo amplamente
utilizadas na medicina tradicional, principalmente como anti-inflamatéria, anti-
reumética e analgésica, na forma de extrato alcodlico, decocgéo e infusdes
(FERNANDES et al., 2007). O efeito anti-inflamatério da espécie tem sido
atribuido principalmente aos compostos a-humuleno e B-cariofileno,
encontrado no 6leo essencial da espécie (FERNANDES et al, 2007;
MEDEIROS et al, 2007; OLIVEIRA et al, 2011). Michielin et al. (2009b)
relatam que o extrato de folhas da espécie, obtido utilizando extragdo por
CO,, possui atividade anti-bacteriana. Oliveira et al. (2011) relatam que o
extrato alcodlico da planta apresentou, além da acao anti-inflamatéria, a acao
anti-alérgica, atuando na inibicdo da histamina, substancia relacionada aos
processos alérgicos no organismo, e indicaram o extrato da planta para a
possivel produgcdo de um novo medicamento anti-alérgico.

A produgédo de plantas medicinais apresenta aspectos técnicos que
podem definir a sua viabilidade econ6mica (MARCHESE; FIGUEIRA, 2005).
O conhecimento prévio das condigcbes de cultivo é de fundamental
importancia para estimular o aumento ou manter a produgdo dos
componentes dos metabdlitos secundarios de importdncia econémica

reconhecida (LIMA et al., 2003). O cultivo de plantas medicinais conduzido de
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forma errbnea pode resultar em plantas com produtos ativos em pequenas
concentragbes ou até mesmo aumentar a concentracdo de substancias
consideradas téxicas, tornando o produto nocivo e de utilizagéo terapéutica
inviavel (FREIRE, 2004).

Pesquisas agrondmicas e quimicas relacionadas as plantas
medicinais buscam, além de maximizar o conteldo dos metabdlitos
secundarios, a avaliacdo da variacdo dos constituintes de interesse
farmacéutico (ARAUJO, 2007). Para espécies medicinais, a densidade de
plantio pode vir a favorecer a produtividade, quanto a biomassa e quanto aos
principios ativos de interesse para a industria farmacéutica e cosmética
(PAULUS et al., 2013). Ja a cobertura morta promove a maior conservagao
da agua no solo, influenciando na sua variagado da temperatura e, apos a sua
decomposicao, é incorporada ao ambiente, agregando maiores quantidades
de matéria organica e melhorando as condigbes edaficas (MARTINS et al.,
2000).

Por ser uma planta nativa, sdo encontrados poucos estudos a
respeito do cultivo da erva-baleeira na literatura, consistindo, portanto, em
uma lacuna do conhecimento. Diante disso, o objetivo desta pesquisa foi
avaliar a biomassa, o teor, a producdo e a composicdo quimica, além da
quantificacao do a-humuleno e do B-cariofileno presente no éleo essencial de
erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.), sob influéncia do espagamento de

plantio, com e sem cobertura morta.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Instalacao e conducgao do experimento

O experimento foi instalado em uma area do Horto Medicinal do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICA/JUFMG), situado no municipio de Montes Claros, Minas Gerais. As
coordenadas da &rea experimental sdo: 16° 40' 49,5" de latitude S e 43° 50'
23,5" de longitude W, com 605 m de altitude. O clima da regiao é denominado
Aw — clima tropical de savana com inverno seco e verao chuvoso, semiarido,
segundo a classificagao de Kdppen (LEITE et al., 2004).

O experimento foi conduzido durante o periodo de margo a setembro
de 2013. Foi feita uma analise do solo da area experimental na camada de 0-
20 cm. A caracterizacdo quimica e fisica foi realizada no Laboratério de
Analises de Solos do ICA/UFMG e seus atributos figuram na TAB. 1.

TABELA 1
Atributos quimicos e fisicos do solo da area experimental
. Amostra

Atributos do solo Valor Nivel
pH em agua 6,9 Alto
P Mehlich (mg dm -3) 2,82 Muito baixo
P remanescente (mg L -1) 22,28
Ca (cmolc dm ) 6,90 Muito bom
Mg (cmolc dm ) 1,90 Muito bom
Al (cmolc dm ) 0,00 Muito baixo
H + Al (cmolc dm ) 1,66 Baixo
SB (cmolc dm ) 8,80 Muito bom
t (cmolc dm ) 8,80 Muito bom
m (%) 0 Muito baixo
T (cmolc dm ) 10,46 Bom
V (%) 84 Muito bom
Mat. Organica (dag Kg ) 3,39 Médio
Carbdno Organico (dag Kg ™) 1,97 Médio
Areia grossa (dag Kg ) 9,00
Areia fina (dag Kg ) 25,00
Silte (dag Kg ) 34,00

Argila (dag Kg ) 32,00 Textura média
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O delineamento experimental utilizado foi o de blocos completos ao
acaso, em esquema fatorial 2 x 2 (dois espagamentos, com e sem cobertura
morta), com cinco repeticbes. Foram avaliados os seguintes tratamentos:
espacamento 1,6 x 0,5 m, sem cobertura morta; espagamento de 1,6 x 0,5 m,
com cobertura morta; espagamento de 1,0 x 0,5 m, sem cobertura morta; e
espacamento 1,0 x 0,5 m, com cobertura morta. As plantas foram arranjadas
em fileiras simples dentro da parcela experimental.

A cobertura morta foi obtida dos restos da capina e da poda das
arvores e dos arbustos do campus do ICA e era constituida principalmente
por grama batatais (Paspalum notatum) e acacia (Acacia manjiun).

As mudas de erva-baleeira foram produzidas utilizando-se sementes
doadas pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas da Universidade Estadual de Campinas (CPQBA-UNICAMP). A
producdo das mudas foi realizada em casa-de-vegetagdo, sendo conduzida
em bandejas de isopor contendo areia e, ap6s 40 dias, as mudas foram
repicadas para saquinhos plasticos, até o momento do plantio, contendo
substrato composto de solo, esterco bovino curtido e areia, na proporcao de
1:1:1.

Cada parcela experimental foi constituida de 12 plantas de erva-
baleeira, sendo 60 por tratamento e o total de 240 plantas no experimento.
Para a é&rea Uutil, utilizaram-se apenas as duas plantas centrais da parcela,
sendo que as demais constituiram a bordadura. O tamanho total das parcelas
com o espagamento 1,6 x 0,5 foi de 9,6 m® e o tamanho da &rea (til foi de 1,6
m? J4 nas parcelas com o espagamento de 1,0 x 0,5 m, o tamanho total foi
de 6 m® com area (til de 1,0 m®.

As mudas foram distribuidas na area conforme o bloco e o
espacamento e logo apds adicionou-se a cobertura morta de acordo com
cada tratamento, tomando-se o cuidado para que essa nao ficasse muito
proxima das parcelas sem cobertura. Cada bloco foi separado um do outro

com uma distancia minima de 0,6 m e entre as parcelas manteve-se uma
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distancia minima de 0,5 m. Na FIG. 2, tem-se um croqui da distribuicdo das
parcelas dentro de cada bloco, conforme o local de realizagdo do

experimento:
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FIGURA 2 - Croqui da area experimental com erva-baleeira (Varronia curassavica
Jacq.) sob dois espagamentos, com e sem cobertura morta, Montes
Claros - MG, 2014

Fonte: Da autora.

Na FIG. 3 e na FIG. 4, tem-se o croqui da distribuicdo das plantas
dentro de cada parcela com o espagamento de 1,6 x 0,5 m e 1,0 x 0,5 m,
respectivamente:
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FIGURA 3 - Croqui da disposi¢ao das plantas na parcela do espagamento 1,6 x
0,5 m, com destaque para as plantas da area util do experimento
com erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.) sob dois
espagamentos, com e sem cobertura morta, Montes Claros — MG,
2014

Fonte: Da autora.
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FIGURA 4 - Croqui da disposigdo das plantas na parcela do espagamento 1,0 x
0,5 m, com destaque para as plantas da area Util do experimento com
erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.) sob dois espagamentos,
com e sem cobertura morta, Montes Claros - MG, 2014

Fonte: Da autora.

Foi realizada a limpeza da area, a aragdo e a gradagem para a
descompactagao e o destorroamento do solo. Apés isso, realizou-se o plantio
das mudas em covas com dimensdes de 20 cm x 20 cm x 20 cm. A adubagéo
foi realizada de acordo com a analise de solo, utilizando-se 0,6 g de fosfato
natural reativo Biovar e 160 g de esterco bovino curtido em cada cova. O solo
mais profundo foi misturado a adubag@o e o solo superficial colocado no
fundo da cova.

Os tratos culturais, entre o transplantio e a colheita, incluiram também
irrigacoes didrias, utilizando sistema de microaspersdo e o controle das
plantas daninhas na area, realizado por capina manual na linha e nas

entrelinhas a cada 15 dias. Nas parcelas com cobertura, foi realizado o
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arranquio manual, tomando-se o cuidado de ndo retirar a cobertura morta da
parcela.

Aos 168 dias ap6s o plantio, a parte aérea das plantas foi colhida,
com o auxilio de uma tesoura de poda a 10 cm acima do solo. Os seguintes
dados foram analisados: altura das plantas, didmetro do caule, peso da
matéria fresca da parte aérea. Apds isso, uma amostra representativa das
plantas para determinagé@o do peso seco, e uma outra amostra para extragao
do Oleo essencial foram levadas ao Laboratério de Plantas Medicinais do
ICA/UFMG. As amostras para determinacdo do peso da matéria seca foram
colocadas em estufa de circulagéo forgada a temperatura de 60°C, até peso
constante.

Os dados obtidos para essas variaveis do experimento foram
submetidos a analise de variancia, em esquema fatorial 2 x 2, e ao teste
Tukey a 5%, utilizando-se o Programa SAEG - Sistema para Andlise
Estatisticas (RIBEIRO JUNIOR, 2001).

2.2 Extracao do 6leo essencial e analise cromatografica

Foram retiradas de ambas as plantas da area util 50 g de folhas
frescas, totalizando 100 g por parcela. Selecionaram-se folhas
representativas da planta inteira, sendo retiradas folhas da regido apical,
mediana e basal. Essa amostra foi devidamente homogeneizada e congelada
para posterior extragdo do 6leo essencial. No momento da extragdo, as folhas
foram picadas, com o auxilio de uma tesoura, em pequenos fragmentos.

O o6leo essencial foi obtido pelo método de hidrodestilagcdo durante 2
horas, utilizando-se o aparelho Clevenger. Apds esse periodo, a massa do
Oleo essencial foi determinada em balanga analitica. O material vegetal
resultante da extragdo foi submetido a secagem em estufa de circulagao
forcada de ar a 60° C até peso constante, para a determinacdo da matéria
seca das amostras. O teor de 6leo (%) foi calculado com base no valor da
massa do 6leo dividido pelo peso da matéria seca da amostra e o resultado

multiplicado por 100. A produgédo do éleo essencial foi calculada com base
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nos valores do teor multiplicados pelos valores da amostra da massa seca
das plantas.

Apos a extragao e a pesagem do 6leo essencial da erva-baleeira, foi
adicionado sulfato de sddio anidro, para a retirada do excesso de hidrolato
das amostras, que foram armazenadas em frascos &mbar. Posteriormente,
essas amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Quimica Instrumental
do ICA/UFMG, para a caracterizacdo quimica do 6éleo essencial e a
quantificacdo do a-humuleno e do pB-cariofileno. As amostras de Oleo
essencial foram pesadas, utilizando-se balanca analitica Shimadzu (Kyoto,
Japdo) e diluidas em diclorometano para analises cromatograficas.
Posteriormente, foram transferidas para vials de 2 mL e as inje¢cdes
realizadas por Cromatografia Gasosa, acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM). As analises cromatograficas foram realizadas em cromatdgrafo a
gas, Agilent Technologies (GC 7890A), acoplado a um detector
espectrometro de massas (MS 5975C). Utilizou-se coluna capilar HP-5 MS
(Agilent Technologies, fase estacionaria 5% fenil e 95% metilpolissiloxano, 30
m x 250 pm d.i. x 0,25 pm espessura do filme). Foi utilizado como gas de
arraste o Hélio (99,9999% de pureza), a uma taxa de 1 mL min™. O injetor
split/splitless foi mantido a 220 °C e a programacgao de temperatura foi de 60
°C, com um aumento de 3 °C/min™ até atingir 240 °C (25 min). O volume de
amostra introduzido foi de 1 pL, no modo de injegdo com divisdo de fluxo e
razao de 1:5, split, utilizando-se um injetor Combi PAL. O espectrémetro de
massas foi operado com ionizag@o por elétrons a 70 eV e um analisador de
massas tipo quadrupolo, operado no modo scan (monitoramento), na faixa de
29 a 550 (m/z). A interface foi mantida a 240 °C e a fonte de ions, a 230 °C.

Para a realizagdo da analise de variancia do teor e da produgéo, os
dados obtidos foram submetidos aos Testes de Cochran e Barttlet e ao Teste
de Lilliefors, para avaliar a homogeneidade de variancias e a normalidade,
respectivamente. Como ambas apresentaram valores normais, ndo foi
necessaria a transformacao dos dados. Assim, os valores das médias obtidas

para o teor e para a producado do 6leo foram submetidos ao Teste Tukey a
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5% de probabilidade, utilizando-se o programa SAEG (RIBEIRO JUNIOR,
2001).

2.3 Caracterizacao quimica do O6leo essencial e quantificacao do a-
humuleno e do B-cariofileno

Apds a obtencdo dos cromatogramas para cada uma das repeticdes
de todos os tratamentos e da obtencédo dos espectros de massas para cada
pico obtido em cada cromatograma, foi realizada a analise para a
identificagdo dos compostos presentes no 6leo. A identificagao foi realizada
pela comparacdo dos padroes de fragmentagdo, fornecidos pelo
espectrometro de massas com os espectros existentes no banco de dados da
biblioteca virtual National Institute of Standards and Techonology (NIST 05).
Além disso, pelo célculo do indice de retencdo e pela comparagdo com o
encontrado na literatura (ADAMS, 1995). Realizou-se o célculo da
porcentagem da &rea do pico, selecionando-se apenas os compostos que
apresentaram 1% dessa éarea.

Na quantificagdo de a-humuleno e do B-cariofileno, as amostras
foram injetadas no médulo SIM do CG-EM. As concentragdes em mg mL™" do
a-humuleno e do B-cariofileno foram obtidas por meio da injecdo de padrao
sintético. Foram preparadas curvas analiticas com o padrao de a-humuleno e
do B-cariofileno com cinco pontos, com concentragdes variando entre 0,05 mg
mL" e 0,57 mg mL”, para o B-cariofileno e variando de 0,01 mg/mL" e 0,09
mg/mL", para o a-humuleno.

Os dados foram expressos pela média dos valores encontrados nas
cinco repeticbes e pelo desvio padrdao dessas médias. Os valores da
abundancia relativa encontrados para a-humuleno, para o 3-cariofileno e para
0s compostos com maior abundancia foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e ao teste Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o
programa SAEG (RIBEIRO JUNIOR, 2001). A concentragdo do a-humuleno
e do B-cariofileno foram correlacionados, utilizando-se a correlacao de

Pearson, com os dados obtidos para a producao do 6leo essencial, também



utilizando-se o programa SAEG.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Biomassa, teor e producdao do oleo essencial em funcido do
espacamento e da cobertura morta

O resumo da analise de varidncia com os respectivos quadrados
médios e os coeficientes de variacdo encontram-se na TAB. 2. Houve
interacao significativa entre os fatores espacamento e cobertura morta para a
matéria fresca (MF), para o teor do 6leo essencial (TEOR) e para produgao
do 6leo essencial (PROD) de Varronia curassavica Jacq. A variavel matéria
seca (MS) apresentou diferengas significativas entre os tratamentos apenas
para o fator espagcamento. A altura (ALT) e o diametro (DIAM) néo

apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos.

TABELA 2
Resumo da andlise de variancia das caracteristicas: altura (ALT), diametro
(DIAM), matéria fresca (MF), matéria seca (MS), teor do éleo (TEOR) e
producao do 6leo essencial (PROD) de erva-baleeira (Varronia curassavica
Jacq.) sob dois espagcamentos, com e sem cobertura morta, Montes Claros —

MG, 2014
Quadrados médios
F.V. GL ALT DIAM MF MS TEOR PROD

(cm) (mm) (kgha')  (kgha') (%)  (kgha')

Bloc 4 452,453 98,619* 1469732 293324,3 0,369 8271,13
Esp 1 681,995 22,578 10795290* 2375776** 0,52 208710,3**
Cob 1 270,48 24,31 6998924 605266 0,065 5524,9

EspxCob 1 250,561 13,366 9826268* 1043738 1,76 59381,84**
Residuo 12 182,782 18,787 1697269 233967,5 0,124 4353,99

CV (%) 11,68 16,18 19,34 17,87 20,29 21,2

Notas: *Significativo a 5% pelo teste F. **Significativo a 1% pelo teste F. F.V.= Fontes
de variagdo. GL= grau de liberdade. Bloc= Bloco. Esp= Espagamento. Cob=
Cobertura. Esp x Cob= Espagamento x Cobertura. CV= Coeficiente de variagao.
Fonte: Da autora.

Montanari Junior (2011) sugere que, por ser uma planta pouco
estudada e sem resultados anteriores, devem ser realizados trabalhos com
mais de quatro repeticdes e com mais de dez plantas por parcela, a fim de

aumentar a precisao experimental e reduzir o coeficiente de variacao.
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Na TAB. 3, podem ser observados os valores das médias para as
variaveis teor do 6leo essencial (%) apdés o desdobramento da interagcédo

significativa do esquema fatorial 2 x 2.

TABELA 3
Valores médios do teor de 6leo essencial (%) de erva-baleeira (Varronia
curassavica Jacq.) sob dois espacamentos, com e sem cobertura morta,
Montes Claros — MG, 2014

Espacamento  Sem cobertura morta Com cobertura morta

1,6x0,5m 1,81 Aa 1,33 Ba
1,0x0,5m 1,55 Ab 2,25 Aa

As médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e mindscula na linha
ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora.

Desdobrando-se o fator espagamento dentro do fator cobertura morta,
observa-se que o espagamento de 1,0 x 0,5 m, com cobertura morta
apresentou o maior valor médio quanto ao teor do dleo (2,25%). O
espacamento 1,6 x 0,5 m, sem cobertura morta, apresentou o segundo maior
valor da média do teor (1,81%), sendo ambos o0s espacamentos
estatisticamente semelhantes entre si e significativamente superiores aos
demais. O mesmo ocorreu no desdobramento da cobertura morta dentro do
fator espagamento, onde o menor espagamento (1,0 x 0,5 m), com cobertura
morta e o maior espacamento (1,6 x 0,5 m), sem cobertura morta
apresentaram valores de médias semelhantes estatisticamente entre si e
superiores aos demais tratamentos.

Montanari Junior (2011), estudando a variagdo genética em uma
populacéo de Varronia curassavica Jacq., observou média de 0,60% de 6leo
essencial na espécie, utilizando o espacamento de 1,6 x 0,5 m. Entretanto
esse autor utilizou folhas secas na extragao do 6leo essencial, o que pode ter
resultado nessa diferenga no teor. Trabalhando com diferentes horarios de
coleta e influéncia do dossel no teor de 6leo essencial da erva-baleeira,
Souza et al. (2011) encontraram a maior média de 0,96% no horario das 18
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horas e os valores médios variando de 0,98%, na orientagéo norte e 1,00%,
na orientagdo sul, ambas no dossel basal da planta.

Os elevados valores do teor do 6leo essencial encontrados nesse
experimento para o espacamento 1,0 x 0,5 m, com cobertura morta (2,25%) e
para o espagamento 1,6 x 0,5 m, sem cobertura morta (1,82%), além de se
tratar de material selecionado por pesquisadores do CPQBA-UNICAMP,
podem ter como explicacdo a idade da planta. Souza et al. (2011) e
Montanari Junior (2011) colheram as plantas de erva-baleeira apds dozes
meses, e nesse experimento, as plantas foram colhidas com a metade do
tempo, aproximadamente 6 meses apds o plantio. Segundo Morais (2009), a
idade e o estagio fenoldgico da planta influenciam ndo somente a quantidade
total de metabolitos secundarios produzidos pela espécie, mas também a a
proporgao relativa desses componentes. Ainda de acordo com esse autor,
geralmente, plantas com tecidos mais jovens apresentam elevada atividade
biossintética, aumentando, assim, a quantidade de varios compostos, e,
dentre esses, 0 6leo essencial. Gobbo-Neto e Lopes (2007) alegam que a
época em que a espécie que contém a droga é coletada também influencia, ja
que a natureza dos compostos ativos nao é constante durante o ano. A
colheita de plantas medicinais deve ser realizada, preferencialmente quando
houver a maior produgéo conjunta de biomassa e do principio ativo de acordo
com a caracteristica da espécie e com a parte de interesse (MARCHESE;
FIGUEIRA, 2005).

Biasi et al. (2009) n&o observaram diferencga significativa entre o solo
com cobertura morta e a testemunha quanto ao teor (%) e a producao do 6leo
essencial (L ha'1) da espécie Melissa officinalis L. Ja Lemos et al. (2013),
trabalhando com o cultivo convencional e organico de capim-liméao
[Cymbopogon citratus (DC) Stapf.], utilizando cobertura morta na area de
cultivo, observaram que o rendimento e o teor do éleo essencial da espécie
no cultivo orgénico foram superiores ao obtido no cultivo convencional. A
presenca dos compostos organicos provenientes da cobertura morta na area

de cultivo promove melhorias nas propriedades fisicas do solo, beneficiadas
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pela presenca das substancias humicas. Essas substancias exercem um
efeito indireto sobre o crescimento vegetal por meio do condicionamento das
propriedades fisicas e biolégicas do solo, que atuam diretamente no
metabolismo vegetal (CANELLAS et al., 2002).

Melo et al. (2011), trabalhando com o cultivo de Lippia sidoides
Cham. sob diferentes espagamentos, mesmo nao observando diferengas
significativas, encontraram a maior média para o teor de 6leo essencial da
espécie, utilizando-se o menor espagamento (1,0 x 0,5 m). Monteiro et al.
(2011), trabalhando com a espécie Mentha campestris Schur., em diferentes
espacamentos de plantio e épocas de colheita, observaram que houve a
interagdo significativa para o teor de 6leo. O cultivo mais adensado (0,15 x
0,60 m) proporcionou um maior teor de 6leo essencial para essa espécie.
Esses autores citam a luz como um dos fatores que podem ter influenciado
diretamente o crescimento das plantas e o teor de éleo essencial das
espécies nos tratamentos com o0s espacamentos mais adensados. A
intensidade luminosa influencia a concentracdo e a composigdo dos 6leos
essenciais, uma vez que a radiagao solar, juntamente com o fotoperiodo e a
temperatura, sdo fatores que mais afetam diretamente o crescimento e o
desenvolvimento vegetal, e indiretamente, com os efeitos térmicos, sendo de
fundamental importancia a producao de fitomassa (MARCHESE; FIGUEIRA,
2005; MORAIS, 2009).

Trabalhando com a espécie Aloysia triphylla em diferentes
espacamentos e épocas de colheita, Paulus et al. (2013) ndo observaram
interagdo significativa, mas observaram o maior valor para o teor de dleo
essencial da espécie no maior espagamento utilizado (1,0 x 1,0). O menor
espagamento (1,0 x 0,6 m) resultou em um menor teor de éleo essencial. Em
conformidade com autores, o maior espagcamento possibilitou a maior
incidéncia de raios solares, o que, provavelmente, influiu na atividade
fotossintética, na area foliar, na producao de biomassa e, consequentemente,

no teor de 6leo essencial, fato esse que também poderia explicar o valor
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médio elevado encontrado para o maior espagamento, sem cobertura morta,
utilizado nesse experimento.

Na TAB. 4, sdo apresentados os valores médios para a producao do
6leo essencial (kg ha'1), apés o desdobramento da interacdo do esquema
fatorial 2 x 2:

TABELA 4
Valores médios da producao do 6leo essencial (kg ha") de erva-baleeira
(Varronia curassavica Jacq.) sob dois espagamentos, com e
sem cobertura morta, Montes Claros — MG, 2014

Espacamento  Sem cobertura morta  Com cobertura morta

1,6x0,5m 246,95 Ba 171,21 Ba
1,0x0,5m 342,28 Ab 484,50 Aa

As médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e mindscula na linha
ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora.

Quanto & producdo de 6leo essencial (kg ha'), observa-se que o
espacamento 1,0 x 0,5 m, com cobertura morta apresentou o valor da média
significativamente superior aos demais tratamentos para essa variavel: 484,5
kg ha'. Melo et al. (2011) encontraram o valor médio superior para a
produtividade de 6leo de alecrim-pimenta no menor espacamento utilizado
(1,0 x 0,5 m). Marco et al. (2006), trabalhando com o capim citronela
(Cymbopogon winterianus Jowitt.), sob diferentes espacamentos e épocas de
corte, observaram os valores da produgdo de dleo essencial da espécie
superiores, quando cultivada no menor espacamento (0,5 x 0,5 m), colhida
aos 6 e aos 8 meses apos o plantio. De acordo com os autores, 0 menor
espagamento promoveu uma menor area por planta, resultando em uma
maior altura da planta, com consequente aumento da biomassa, refletindo,
assim, em uma maior produgcdo de 6leo essencial. Segundo Lemos et al.
(2013), a presenca da cobertura morta na area de cultivo aumenta a
estabilidade térmica e hidrica do solo, o que também favorece o crescimento

em altura das plantas, resultando no aumento da area foliar. Isso € um fator
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importante, pois a matéria-prima destinada a extragdo de 6leo essencial da
erva-baleeira sdo as folhas.

Para a variavel matéria fresca, a interagdo do esquema fatorial 2 x 2
também foi significativa. Na TAB. 5, pode ser observado o desdobramento

dessa interacao, com as respectivas médias:

TABELA 5
Valores médios da matéria fresca (kg ha'1) de erva-baleeira (Varronia
curassavica Jacq.) sob dois espacamentos, com e sem
cobertura morta, Montes Claros — MG, 2014

Espacamento (m)  Sem cobertura morta Com cobertura morta

1,6x0,5m 6112,5 Aa 5893,75 Ba

1,0x0,5m 6180,0 Ab 8765,0 Aa
As médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e minuscula na linha
nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
Fonte: Da autora.

Assim como para o teor de 6leo essencial, a média observada no
espacamento de 1,0 x 0,5 m, com cobertura morta (8765,0 kg ha'1) foi
significativamente superior as demais, juntamente com a média observada no
espacamento de 1,6 x 0,5 m, sem cobertura morta (6112,5 kg ha'1). Esses
dois tratamentos foram estatisticamente semelhantes entre si. A maior
produtividade observada no menor espagcamento utilizado pode ser
relacionada a competicdo que ocorreu entre as plantas pela luminosidade.
Isso porque essa competicdo proporciona plantas mais altas por unidade de
area no menor espagcamento, com melhor interceptacdo de radiagdo solar,
maior taxa de fotossintese, dentre outros fatores, que, consequentemente,
aumentam a eficiéncia da absor¢ao de agua e de nutrientes do solo (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Munarin et al. (2010) nao observaram interagdo significativa
entre espagamentos e cobertura do solo com cama-de-frango, trabalhando
com a espécie medicinal bardana (Arctium lappa L.). Entretanto esses
autores afirmam que o menor espagcamento (0,40 m) influenciou na produgao
de massa fresca das plantas com a maior produtividade, uma vez que, em

espacamentos menores, 0s processos metabdlicos dos vegetais tornaram-se
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mais eficazes, favorecendo o melhor aproveitamento dos recursos no
ambiente. No solo com a cama-de-frango, houve uma tendéncia favoravel na
producdo de massa fresca da planta, mesmo ndo sendo diferente
estatisticamente do tratamento sem cama-de-frango.

A interagd@o entre espagamento e cobertura morta nao foi significativa
para a varidvel matéria seca (kg ha”). Contudo o fator espagamento
apresentou diferenga estatistica entre os tratamentos. Na TAB. 6, podem ser
observados os valores médios para essa variavel, apos a aplicagao do teste F
a 1% de probabilidade:

TABELA 6
Valores médios da matéria seca (kg ha™') de erva-baleeira (Varronia
curassavica Jacq.) sob dois espacamentos, com e sem
cobertura morta, Montes Claros — MG, 2014

Espagamentos MS (kg ha™)
1,6 x0,5m 2362,82 B
1,0x0,5m 3052,14 A

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F a 1% de
probabilidade
Fonte: Da autora.

Observa-se que o menor espagcamento utilizado apresentou o valor
da média estatisticamente superior, sendo de: 3052,14 kg ha'. Em seu
trabalho, Munarin et al. (2010) observaram que o menor espagamento
utilizado (0,40 cm) para as plantas de bardana resultou na maior produgéo de
massa seca das folhas. Esse resultado sugere que, provavelmente, as
plantas ndo atingiram a pressao populacional que reduziria a sua capacidade
produtiva total, devido a competicdo por fatores de crescimento, como a
radiacao solar fotossinteticamente ativa, agua e nutrientes, o que promoveria
um decréscimo da produtividade das plantas cultivadas (MUNARIN et al.,
2010).

De acordo com Rambo et al. (2003), quando uma planta apresenta
maiores rendimentos em arranjos com reducdo do espacamento, esse

aumento pode estar associado a varios fatores, como: melhor uso da agua
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decorrente do rapido sombreamento do solo; melhor distribuicdo das raizes;
reducéo da competicao intraespecifica; proporciona maior vantagem sobre as
plantas daninhas; exploracdo uniforme da fertilidade do solo e maior e mais
rapida interceptacdo luminosa. Além disso, a presenga da matéria organica
influi na acdo microbiol6gica do solo, que contribui para liberar e disponibilizar
nutrientes, o que mantém a microfauna ativa e promovendo o aumento dos
rendimentos das culturas (LEMOS et al., 2013).

3.2 Composicao quimica do 6leo essencial

Na andlise da composicao quimica do éleo de Varronia curassavica
Jacq., foram identificados no total 27 compostos. Na TAB. 7, séo
apresentados os valores médios dos compostos identificados pelo tempo de
retencéo (RT) e pelo indice de retengéo calculado (IR), de acordo com cada

um dos quatro tratamentos avaliados neste experimento.



baleeira (Varronia curassavica Jacq.) sob dois espacamentos, com e sem cobertura morta,
Montes Claros — MG, 2014

TABELA 7
Abundancia relativa dos compostos quimicos detectados no éleo essencial de erva-

. Tratamentos
p'i\lc-o Compostos Clas. (2';") IR LII‘FIE.* T1 T2 T3 T4
1 a-tujeno Mo 537 925 930 1,7+1,9 2,242,0 - 1,341,5
2 a-pineno Mo 559 934 939 257+11,9 32,9179 32,9158  32,615,0
3 sabineno Mo 6,61 973 975 1,410,4 1,310,6 - 1,5+0,5
4 -pineno Mo 6,78 979 979 - 2,842,3 1,340,6 -
5 B-felandreno Mo 8,44 1031 1030 1,0£0,8 - - -
6 eucaliptol Mo 8,49 1032 1031 2,0+1,1 1,840,9 2,0+0,8 2,410,5
7 &-elemeno Ses 20,73 1332 1338 - 3,414 1 1,542,6 2,7+3,8
8 B-elemeno Ses 23,00 1386 1391 2,310,6 2,111 2,611,7 1,410,7
9 sesquitujeno Ses 23,58 1400 1391 1,510,3 1+0,2 1,31£0,9 1,210,7
10 a-bergamoteno Ses 24,00 1410 1413 9,9+17.8 - 1,5£0,7 1,0£0,4
11 B-cariofileno Ses 24,24 1416 1419 16,3+2,9 15,243,5 19,2452  15,1+2,1
12 B-gurjuneno Ses 24,64 1426 1434 1,5+1,6 1,4+1,4 - -
13 a-humuleno Ses 25,67 1451 1455 4,541,4 3,8+1,0 4,440,9 3,7£0,5
14 alloaromadendreno Ses 25,84 1455 1460 8,2+9,0 4,3+3,7 49135 3,3+1,9
15 y-muuroleno Ses 26,71 1477 1480 1,410,4 1,310,6 - -
16  biciclogermacreno Ses 27,31 1491 1500 - 2,9+2.3 1,3+0,6 -
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TABELA7
Abundancia relativa dos compostos quimicos detectados no 6leo essencial de erva-baleeira
(Varronia curassavica Jacq.) sob dois espagamentos, com e sem cobertura morta, Montes
Claros — MG, 2014 (continua)

Tratamentos

- ? Compostos Clas. RT IR IR . T1 T2 T3 T4
pico (min) LIT.

17 B-bisaboleno Ses 27,87 1505 1506 1,0£0,8 - - -

18 y-cadineno Ses 28,11 1511 1514 2,1+11 - - -

19 desconhecido desc 28,23 1514 1515 - 3,44 1 1,5+2,6 2,743,8

20 desconhecido Desc 28,24 1515 - - 2,1+1,1 2,611,7 -

21 espatulenol Ses 30,47 1572 1578 1,5£0,3 - - -

22  Oxido de cariofleno Ses 30,65 1576 1583 9,9+17,8 - 1,5+0,7 -

23 desconhecido desc 30,78 1580 - - 15,2+3,5 - -

24 desconhecido desc 31,07 1587 - - - - -

25 cubenol Ses 32,47 1624 1629 - 3,8+1,0 - -

26 a-bergamotol Ses 33,92 1663 1691 8,2+9,0 4,3+3,7 4,943,5 3,3%1,9

27 a-santalol Ses 34,32 1673 1703 1,641,8 1,340,7 1,0£0,5 -
Total dos picos de monoterpenos (%) 29,8 39,2 34,3 35,4
Total dos picos de sesquiterpenos (%) 56,9 39,2 47,9 33,7
Outros (%) 4,3 13,5 7,3 20,8

Notas: Clas: Classe. IR LIT*: Indice de retengdo da literatura. Mo: monoterpenos. Ses:
sesquiterpenos. -: ndo detectado. T1: Espagamento 1,6 x 0,5 m, sem cobertura morta. T2:
Espacamento 1,6 x 0,5 m, com cobertura. T3: Espagamento 1,0 x 0,5 m, sem cobertura. T4:
Espacamento 1,0 x 0,5 m, com cobertura. Valores de porcentagem nos tratamentos representam a
média de 5 repetigbes + desvio padrado, considerando os compostos acima de 1% da area do pico do
cromatograma. Fonte: Da autora.
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O 6leo essencial apresentou principalmente mono e sesquiterpenos,
constituindo em média de 35 a 44% do total dos compostos, respectivamente.
Os compostos mais abundantes encontrados nas amostras analisadas por
CG-EM nos quatro tratamentos foram o a-pineno e o B-cariofileno. O a-pineno
foi o composto majoritario encontrado com: 25,72%, 32,97%, 32,96% e
32,6%, nos espacamentos de 1,6 x 0,5 m, sem cobertura morta; 1,6 x 0,5 m,
com cobertura morta; 1,0 x 0,5 m, sem cobertura morta e 1,0 x 0,5 m, com
cobertura morta, respectivamente. O segundo composto que apresentou
maior abundancia relativa nos tratamentos avaliados, foi o B-cariofileno, que
apresentou valores médios de: 16,32% no espagamento de 1,6 x 0,5 m, sem
cobertura morta; 15,15% no espagcamento de 1,6 x 0,5 m, com cobertura
morta; 19,24% no espagamento de 1,0 x 0,5 m, sem cobertura morta; 15,1%
no espacamento de 1,0 x 0,5 m, com cobertura.

O a-humuleno apresentou os valores de: 4,53% no espagamento de
1,6 x 0,5 m, sem cobertura morta; 3,83% no espacamento 1,6 x 0,5 m, com
cobertura morta; 4,42% no espagcamento de 1,0 x 0,5 m, sem cobertura morta
e 3,69% no espagamento de 1,0 x 0,5 m, com cobertura morta. Segundo
Gilbert e Favoreto (2012), o a-humuleno é considerado o principal marcador
quimico do oleo essencial da espécie e, para a aplicagdo na industria, é
necessario que o 0leo seja padronizado e que contenha um teor minimo de
2,3% a 2,9% v/v de a-humuleno (MAGALHAES, 2010; QUISPE-CONDORI,
2008). Vaz et al. (2006), cultivando a espécie em quatro municipios paulistas,
encontraram um teor minimo de 2,3% de a-humuleno, valor dentro do
minimo necessario para a utilizagdo do 6leo essencial como matéria-prima
para a producdo de fitomedicamento. Nos tratamentos avaliados, pode ser
observado que o valor minimo encontrado para esse composto foi de 3,69%,
no maior espagamento com cobertura morta. Em todos os tratamentos, foram
encontrados valores superiores ao minimo exigido para padronizagao e para
a utilizagdo na induastria, evidenciando assim, que o éleo essencial
encontrado nesse experimento pode vir a ser considerado viavel para a

producéo do fitomedicamento.
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O a-pineno é um dos mais importantes compostos presentes no dleo
essencial da espécie zimbro (Juniperus communis L.), da qual seus frutos
maduros sdo utilizados no preparo da bebida gim. Representa 80% do
conteido do 6leo essencial e é um composto biologicamente ativo,
caracterizado por forte agcdo antimicrobiana (LABOKAS; LOZIENE, 2013). Ja
0s compostos a-humuleno e B-cariofileno s&o considerados, em alguns
trabalhos, como sendo responséveis pela agédo anti-inflamatéria do éleo
essencial da erva-baleeira (FERNANDES et al., 2007; PASSOS et al., 2007).
S&o intensivamente estudados, sendo reportados como o0s principais
sesquiterpenos presentes na planta (MICHIELIN et al., 2009a; MICHIELIN et
al., 2009b).

Carvalho Junior et al. (2004), trabalhando com a composi¢ao quimica
e atividade antimicrobiana do 6leo essencial da erva-baleeira, observaram a
concentracdo do a-humuleno de 4,64%, entre os 12 picos dos compostos
mais abundantes no éleo. Esse valor se assemelha aos encontrados nesse
experimento para o a-humuleno, que apresentou valores variando de 3,69% a
4,53%. Esses autores também encontraram como compostos majoritarios o
a-pineno, com 29,69% e o B-cariofileno, com 25,27%. Michielin et al. (2009a)
avaliaram a composi¢cdo quimica e atividade antibacteriana de extratos de
erva-baleeira obtidos por diferentes métodos. Segundo esses autores, o valor
maximo encontrado foi de 2,10% de a-humuleno dentre as técnicas
avaliadas.

Os valores encontrados para a abundéncia relativa do a-humuleno
foram similares também ao encontrado por Rodrigues et al. (2012), que,
trabalhando com a composicdo quimica e com a atividade antibacteriana e
antifingica do 6leo essencial das folhas de Varronia curassavica Jacq.,
encontraram o a-humuleno com uma concentracdo de 4,8%. Entre os
compostos com maior abundancia relativa, esses autores também
observaram o B-cariofileno (25,4%) e o a-pineno (9,5%).

Paulus et al. (2013) encontraram diferencas significativas entre os

espacamentos analisados nos compostos encontrados com a maior
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abundancia relativa nas amostras do 6éleo essencial da espécie Aloysia
triphylla, sendo que o espagamento 1,0 x 1,0 m resultou no maior teor do
gerianal (36,90%) e linalol (12,0%). Nos espagamentos de 1,0 x 1,0 m e 1,0 x
0,8 m, resultaram nos maiores teores de nerial (27,55 e 25,53%) e de
limoneno (16,15 e 14,24%), respectivamente. Segundo os autores, o0s
diferentes espacamentos utilizados alteram a composicdo qualitativa e
quantitativa do 6leo essencial.

De acordo com Lima et al. (2003), o valor de mercado de um 06leo
essencial é verificado mediante a sua qualidade, a qual depende diretamente
de sua composicdo. Dessa forma, conhecer as condicbes de cultivo é
fundamental para manter ou mesmo incrementar a producdo dos
componentes quimicos dos Oleos essenciais que apresentam alguma
importancia econdmica. A questdo da variabilidade quimica dos éleos
essenciais em plantas medicinais deve ser considerada de alta relevancia,
uma vez que a droga vegetal produzida, utilizando-se os metabdlitos
secundéarios de determinada espécie, é caracterizada pelo teor do principio
ativo que contém. Para ser utilizado e recomendado com seguranga, 0
medicamento pode conter apenas uma variagdo minina da substancia ativa
para que esse seja eficaz e seguro (LIMA et al., 2003).

Nas FIG. 5 e 6, sdo apresentados os perfis cromatograficos do 6leo
essencial da erva-baleeira, de acordo com a numeragao dos picos da TAB. 7,

referente apenas aos compostos encontrados com maior abundancia em
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cada tratamento avaliado.
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FIGURA 5 - Cromatograma do 6leo essencial extraido de folhas de erva baleeira

(Varronia curassavica Jacq.) cultivadas sob dois espagamentos, com e sem cobertura,

Montes Claros — MG, 2014.

Notas: E1SC: espagamento 1,6 x 0,5 m, sem cobertura morta. E1CC: espagamento 1,6

x 0,5 m, com cobertura morta.

Fonte: Da autora.
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FIGURA 6 - Cromatograma do déleo essencial extraido de folhas de erva-baleeira
(Varronia curassavica Jacq.), cultivadas sob dois espagamentos, com e sem cobertura,
Montes Claros — MG, 2014.

Notas: E2SC: Espacamento 1,0 x 0,5 m, sem cobertura morta. E2CC: Espagamento 1,0
x 0,5 m, com cobertura morta.

Fonte: Da autora.

Nas figuras acima, estdo destacados os picos correspondentes aos
compostos majoritarios encontrados em maior abundancia relativa nas
amostras de 6leo essencial desse experimento: o a-pineno e o B-cariofileno,
pico 2 e 11, respectivamente. Também esta destacado o marcador quimico
do 6leo de erva-baleeira, o a-humuleno, que é representado pelo pico de
ndamero 13.

Realizou-se a andlise de variancia e o teste F para a abundancia
relativa dos compostos a-humuleno e do B-cariofileno. Esses compostos ndo
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. Na TAB. 8, sao
apresentados os valores médios e os respectivos coeficientes de variagao

para cada composto.
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TABELA 8
Valores médios e coeficientes de variagdo da porcentagem relativa dos
compostos a-humuleno e do B-cariofileno encontrados no éleo essencial
de erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.) sob dois espagamentos,
com e sem cobertura morta, Montes Claros — MG, 2014

Tratamentos a-humuleno (%) B-cariofileno (%)
TH1 4,53 21,88
T2 3,83 15,15
T3 4,42 19,24
T4 3,69 15,10
CV (%) 20,7 39,1

Notas: Ti: Espagcamento 1,6 x 0,5 m, sem cobertura morta. T2:
Espacamento 1,6 x 0,5 m, com cobertura. T3: Espacamento 1,0 x 0,5 m,
sem cobertura. T4: Espagamento 1,0 x 0,5 m, com cobertura.

Fonte: Da autora.

Na TAB. 9, sdo apresentados os valores obtidos para a produgao do
6leo essencial (kg ha') de erva-baleeira e para a quantificacdo do a-
humuleno (mg mL™") e do B-cariofileno (mg mL™).

TABELA9
Valores médios da producao do 6leo essencial (PROD) (kg ha-1), do
a-humuleno (mg mL") e do B-cariofileno (mg mL'1), obtidos do 6leo
essencial da erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.), sob dois
espagcamentos, com e sem cobertura morta, Montes Claros — MG, 2014

Tratamento  PROD (kg ha') a-humuleno (mg L")  B-cariofileno (mg L)

T 246,95 53,36 313,51
T2 171,21 64,95 371,26
T3 342,28 65,77 403,46
T4 484,5 67,90 401,80

Notas: T1: Espagamento 1,6 x 0,5 m, sem cobertura morta. T2: Espacamento 1,6
x 0,5 m, com cobertura. T3: Espacamento 1,0 x 0,5 m, sem cobertura. T4:
Espacamento 1,0 x 0,5 m, com cobertura.

Fonte: Da autora.

Os valores médios encontrados para a quantificagdo do a-humuleno e
do B-cariofileno ndo foram diferentes, estatisticamente, pelo teste Tukey a
5%. Quanto a correlagdo de Pearson realizada entre os valores médios da
producédo do 6leo essencial com os valores médios desses dois compostos,

essa também n&o foi significativa. Contudo, comparando os valores
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encontrados nos tratamentos para o B-cariofileno: 313,51 mg L™, 371,26 mg
L", 403,46 mg L' e 401,80 mg L™, com os valores do a-humuleno 53,36 mg
L', 64,95 mg L', 65,77 mg L' e 67,90 mg L', pode-se observar que o
primeiro composto citado tem uma propor¢gdo de 5 a 6 vezes maior que o
segundo. Essas propor¢cdes mantém uma similaridade com a proporgédo da
abundancia relativa desses compostos encontrados em outros trabalhos da
literatura. Para Carvalho Junior et al. (2004), Rodrigues et al. (2012) e
Michielin et al. (2009a), a propor¢do encontrada desses compostos ficou
entorno de 3 a 5 vezes maior para a abundancia do B-cariofileno, quando
comparada com a concentragdo do a-humuleno.

Em alguns trabalhos com o estudo dos metabdlitos secundarios em
outras espécies, é observada a presenca do [-cariofileno também em
proporcao maior que o a-humuleno. Na analise do éleo essencial extraido das
folhas de Artemisia annua, Cai et al. (2002) confirmaram a presenca do (-
cariofileno (30%) e a-humuleno (2%). Cheng et al. (2007) encontraram, dentre
0s compostos volateis observados em plantas de arroz (Oryza sativa L.), o B-
cariofileno (19,4%) e a-humuleno (1,4%). Segundo esses autores, esses
compostos sdo produtos resultantes da catalisacdo realizada pela enzima
terpeno-sintetase. Nao foram encontrados os mesmos compostos quando
analisados in vitro e in vivo, o que sugere diferencas no metabolismo
catalitico dessa enzima.

Ambos os compostos sdo sesquiterpenos, substancias pertencentes a
classe dos terpenos, que € o grupo mais abundante e estruturalmente diverso
dos metabdlitos naturais de plantas (THOLL, 2006). Produzidos por diversos
organismos vegetais, os terpenos atuam na planta como constituintes de
produtos quimicos de defesa (CHENG et al., 2007). Esses compostos sdo
sintetizados pela enzima terpeno-sintetase, que catalisam as reagbes de
formagdo dos monoterpenos e dos sesquiterpenos, e demais grupos de
terpenos. Atuam formando compostos individuais ou varios produtos ao
mesmo tempo. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para entender a

estrutura e as fungbes dessas enzimas e como elas conseguem catalisar a



71

formacdo de apenas um composto ou de misturas complexas de produtos
com elevada especificidade (DEGENHARDT et al, 2009; THOLL, 2006).

Ha muitos estudos sobre o metabolismo dos monoterpenos, porém o
estudo do metabolismo dos sesquiterpenos ainda necessita ser mais
elucidado (AHARONI et al., 2005). Diversas plantas formam misturas de
compostos para que essas misturas sejam ecologicamente mais eficazes que
0 proprio composto isolado (THOLL, 2006).

Sabe-se que o a-humuleno é considerado o principal marcador quimico
do 6leo essencial da erva-baleeira, composto ao qual é atribuido a acédo anti-
inflamatéria da planta. Entretanto Passos et al. (2007), estudando o 6leo
essencial das folhas da espécie administrado via oral para roedores com
inflamacgdes induzidas, relataram um efeito anti-inflamatorio pronunciado e de
longa duracdo. Esses efeitos foram relacionados a presenga de dois
sesquiterpenos: o a-humuleno e o B-cariofileno. Esses autores admitem que o
a-humuleno e B-cariofileno representam uma nova opgéo terapéutica para o
tratamento de doengas inflamatérias de perfil cronico. Fernandes et al. (2007)
avaliaram o efeito anti-inflamatério do a-humuleno e B-cariofileno isolados do
Oleo essencial da erva-baleeira. Esses autores afirmam que esses compostos
atuam interferindo na agdo de substancias mediadoras do processo
inflamatério e na regulacéo da expressédo de proteinas responsaveis por esse
processo. Afirmam, ainda, que cada um atua por meio de mecanismos de
acao distintos e ainda ndo muito bem explorados. Os autores sugerem que
ambos 0s sesquiterpenos podem constituir uma alternativa terapéutica
relevante no tratamento de doencgas inflamatorias.

De acordo com Silva (2010), o 6leo e alguns de seus compostos
podem apresentar respostas semelhantes. Isso induz os pesquisadores a
acreditar que aquele composto que possui o efeito mais similar ao do éleo é a
substancia ativa, podendo esse composto estar ou ndo em maior

concentracao no 6leo.
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4 CONCLUSAO

As variagbes do espacamento e da presenca e da auséncia da
cobertura morta favoreceram o incremento do teor e da produgdo do dleo
essencial, assim como da biomassa das plantas. Porém n&o influenciaram

nas concentracdes do a-humuleno e B-cariofileno entre os tratamentos.
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CAPITULO 3 - BIOLOGIA FLORAL E SISTEMA REPRODUTIVO DA ERVA-
BALEEIRA (Varronia curassavica Jacq.).
RESUMO

O conhecimento do sistema reprodutivo é fundamental para a conservagéo e
0 manejo de uma espécie. A presente pesquisa objetivou determinar as
caracteristicas morfométricas das flores, a fenologia da floragéo, a antese, os
insetos visitantes das flores e a determinacao do sistema reprodutivo da erva-
baleeira, em um ambiente de Cerrado do norte de Minas Gerais. Nas
caracteristicas morfométricas, foram utilizadas 20 flores, de cinco individuos
em pré-antese. Entre maio e dezembro de 2012, caracterizou-se o
comportamento fenologico da floragdo de seis individuos. Nas andlises da
fenologia floral, foram determinados o crescimento da inflorescéncia, o
numero de flores e frutos, o periodo de abertura, os visitantes florais e o
sistema reprodutivo. Para determinar o sistema reprodutivo, utilizou-se a
razao polen:évulo (P:0), em 50 flores. As flores apresentaram o diametro de
2,183 £ 0,05 (mm), o comprimento de 3,29 + 0,08 (mm), o didmetro do ovério
de 0,70 + 0,02 (mm), o comprimento do ovario de 2,48 + 0,12 (mm), o
didmetro da antera de 0,67 £ 0,01(mm) e o comprimento da antera de 0,93 +
0,02 (mm), quatro 6vulos e cinco anteras por flor. Em Montes Claros-MG, o
crescimento das inflorescéncias de erva-baleeira ocorreu entre agosto e
outubro, totalizando 45 dias. O florescimento foi observado entre setembro e
outubro. A frutificacdo ocorreu de outubro a dezembro, sendo ambos
(florescimento e frutificagdo) de forma irregular. A antese floral ocorreu entre
7:00 e 11:00 horas. Os insetos visitantes sdo das ordens Coleoptera,
Hemiptera, Diptera e Hymenoptera. A razéo P:O foi 576,542, sendo assim, a
espécie é alégama facultativa.

Palavras-chaves: Plantas medicinais. Alogamia. Boraginaceae. Biologia

reprodutiva. Fenologia.
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CHAPTER 3 - FLORAL BIOLOGY AND REPRODUCTIVE SYSTEM OF THE
ERVA-BALEEIRA (Varronia curassavica Jacq.).
ABSTRACT

Knowledge of the reproductive system is essential for the conservation and
the management of a species. The present research aimed to determine the
morphometric characteristics of the flowers, the flowering phenology, anthesis,
the visiting insects of flowers and the determination of the reproductive system
of erva-baleeira, in an environment of Cerrado of north of Minas Gerais. In the
morphometric characteristics were used 20 flowers, from five individuals in
pre-anthesis. Between May and December 2012, it was characterized the
phenologic behavior of the flowering of six individuals. In the analyzes of floral
phenology, it was determined the growth of inflorescence, the number of
flowers and fruits, the opening period, the floral visitors and the reproductive
system. To determine the reproductive system, it was used the pollen: ovule
ratio (P:O) in 50 flowers. The flowers presented a diameter of 2.13 £ 0.05
(mm), length 3.29 + 0.08 (mm), ovarian diameter of 0.70 £ 0.02 (mm), ovarian
length of 2.48 + 0.12 (mm), diameter of the anther of 0.67 £ 0.01 (mm) and
anther length of 0.93 £ 0.02 (mm), four ovules and five anthers by flower. In
Montes Claros - MG, the growth of inflorescences from erva-baleeira occurred
between August and October, totaling 45 days. The flowering was observed
between September and October. Fruiting occurred from October to
December, being both (flowering and fruiting) of irregular form. The floral
anthesis occurred between 7:00 and 11:00 hours. The visitor insects are of
the orders Coleoptera, Hemiptera, Diptera and Hymenoptera. The ratio P:O
was 576.542, so, the species is facultative alogamous in the conditions of the
present research.

Keywords: Medicinal plants. Allogamy. Boraginaceae. Reproductive biology.

Phenology.
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1 INTRODUGAO

Plantas medicinais séo utilizadas nos preparos tradicionais e na forma
alopética para manter a saude e/ou empregadas no tratamento de doencas
especificas (SMITH-HALL et al, 2012). No desenvolvimento de novos
farmacos, as espécies vegetais se destacam, por apresentarem uma
diversidade estrutural dos metabdlitos secundéarios. Dentre todas as novas
substancias quimicas relatadas a comunidade cientifica entre 1981 e 20086,
70% das moléculas eram provenientes de produtos naturais (NEWMAN;
CRAGG, 2007).

Dentre os inumeros produtos naturais com atividade terapéutica
comprovada, destaca-se a erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq. -
sinonimia Cordia verbenacea DC). Essa planta é muito utilizada na medicina
popular devido as suas propriedades anti-inflamatéria, analgésica e
cicatrizante. Segundo alguns autores, os marcadores quimicos dessa espécie
sao dois sesquiterpenos, o a-humuleno e o B-cariofileno, que estao presentes
no 6leo essencial das folhas (FERNANDES et al.,, 2007; MEDEIROS et al.,
2007). A caracterizagdo genética e quimica de progénies de erva-baleeira
oriundas de Sao Paulo apresentou uma variagdo genética e na composigao
quimica dos 6leos (MONTANARI JUNIOR, 2011). A espécie ndao é
domesticada e as suas populacdes, possivelmente, apresentam ampla
variabilidade genética.

O conhecimento do processo reprodutivo de uma espécie fornece
informacdes importantes aos programas de melhoramento genético e para a
compreensdo do processo de domesticacdo (FACANALI et al, 2009), pois
permite definir estratégias de selecdo com base em cruzamentos intra e
interpopulacionais. No Brasil, estudos dos processos reprodutivos de plantas
tendem a abranger varios aspectos, tais como a fenologia, a morfologia floral,
0 modo reprodutivo e a interagado planta-polinizador.

O conhecimento da fenologia é essencial para entender a
regeneragdo e a reprodugao das plantas (TALORA; MORELLATO, 2000). O
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periodo reprodutivo € uma fase importante para a dinamica populacional; a
identificacdo de padrdes fenolégicos de floracao e frutificagdo é importante,
por fornecer subsidios para planos de manejo e de conservagao de espécies
vegetais (CESARIO; GAGLIONE, 2008). O modo reprodutivo dos vegetais
fornece informacdes importantes a programas de conservagao das espécies
em risco, pois esse esta relacionado ao sucesso da perpetuacao da espécie
(CARRIO et al, 2009). O estudo dos visitantes florais viabiliza o
conhecimento da interagao planta-polinizador e a sua relagdo com mudancas
no ambiente abiético (MOURA et al., 2007).

Estudos relacionados a biologia floral e ao sistema de reproducéo da
erva-baleeira ndo foram encontrados na literatura. Assim, realizou-se a
presente pesquisa com a proposta de descrever a biologia floral da erva-
baleeira, em ambiente de Cerrado do norte de Minas Gerais, quanto aos
seguintes aspectos: descricdo da morfologia floral, fenologia da floragéao,
acompanhamento da antese, registro dos insetos visitantes no periodo de

floracédo e determinagéo do sistema reprodutivo da espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos na colecdo de germoplasma de erva-
baleeira do Horto Medicinal do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG), em Montes Claros - MG, entre os
meses de janeiro a dezembro de 2012. O clima da regido, segundo a
classificacdo de Koéppen, é do tipo Aw tropical quente Umido, com duas
estacdes bem definidas, um verdo quente e chuvoso e um inverno frio e seco.
Os dados climatol6gicos durante a condugao do estudo foram fornecidos pela
Estacdo Meteorolégica presente no ICA/UFMG. As médias dos dados

climatolégicos estao dispostas na FIG.1:
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FIGURA 1 - Climatograma durante o periodo experimental, de janeiro a dezembro de
2012, no Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas
Gerais, Montes Claros - MG

Fonte: http://www.ica.ufmg.br/gemisa.
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A morfologia floral foi determinada a partir de andlises de 20 flores,
sendo cinco flores de quatro individuos. Foram utilizadas flores dos acessos:
Americana, Sdo Gongalo, Novo Horto, Pau d’ éleo e Sao Francisco. Foram
determinados o didmetro e o comprimento da flor; o didmetro e o
comprimento do ovario; o didmetro e o comprimento de trés anteras de cada
flor, utilizando-se paquimetro digital com preciséo de 0,01 mm. A quantidade
de oOvulos, anteras, o didmetro e o comprimento do 6vulo e das anteras de
cada flor foram determinados por meio de microscépio estereoscopico.

A determinagéo do periodo de iniciagéo floral e o crescimento das
inflorescéncias foram efetuados por meio de observagdes semanais, de maio
a agosto de 2012. A iniciacéo floral foi considerada com a presenca de gemas
intumescidas, e o inicio do crescimento da inflorescéncia, quando as mesmas
apresentavam, aproximadamente, 4 mm de comprimento. O crescimento das
inflorescéncias foi avaliado em seis individuos que tiveram dez
inflorescéncias marcadas, em cada individuo, para mensurar o comprimento
e a largura das inflorescéncias, de trés em trés dias. Essas medidas foram
realizadas do periodo de 16 de agosto a 30 de outubro de 2012. A floracédo e
a formacao dos frutos foram acompanhadas no periodo de 18 de setembro a
30 de outubro de 2012 e de 15 de outubro a 02 de dezembro de 2012,
respectivamente, nos intervalos de seis em seis dias.

O periodo de antese foi determinado, utilizando-se quatro
inflorescéncias em duas plantas. As inflorescéncias foram marcadas antes
que apresentassem flores abertas. A contagem das flores abertas foi
realizada em intervalos de duas horas, entre 7:00 e 19:00 horas e em um
unico intervalo de 12 horas entre 19:00 e 7:00 horas. Esse experimento teve
duracdo de trés dias e foi realizado em outubro de 2012. As flores foram
consideradas abertas quando estavam expostas as anteras e o estigma
(LENZA; OLIVEIRA, 2005).

Os visitantes florais foram observados in loco e capturados em trés

dias consecutivos de coleta, durante a floracdo de 2012, entre 7:00 e 19:00



79

horas. Os insetos capturados foram colocados em frascos de vidro com alcool
etilico a 70%, para posterior identificacdo. As pragas que estavam atacando
as flores também foram capturadas para serem identificadas. O processo de
identificacdo seguiu os critérios taxonémicos e por comparagdo, com
colegbes entomolégicas do Insetario George Washington Gomes de Moraes
do Instituto de Ciéncias Agrarias’lUFMG. Os insetos coletados foram
identificados em nivel de ordem, familia e espécie, sendo que essa Ultima
identificacao foi realizada quando possivel.

O sistema reprodutivo dessa espécie foi determinado por meio da
relagdo polen/6vulo (CRUDEN, 1977), utilizando-se 50 flores em pré-antese
de cinco acessos, avaliando-se 10 flores de cada acesso. As flores foram
coletadas em novembro de 2012, sendo fixadas em solucdo de etanol 70% e
mantidas a = 4°C até a andlise. As inflorescéncias foram cortadas
longitudinalmente, sob microscépio estereoscopico, para a determinagao do
nimero de anteras e évulos. O ovario foi cortado longitudinalmente. Os
Ovulos foram soltos e espalhados em uma lamina, para microscopia, com
uma gota de glicerina a 50%. Em seguida, foram contados também por meio
microscépio estereoscopico.

Uma antera de cada flor foi macerada sobre lamina para microscopia,
sendo adicionados o corante safranina a 0,5% em etanol 50% e glicerina a
50%, para finalizar a montagem com a laminula. Como nas analises
preliminares, o numero de graos de pélen foi inferior a 2000 em cada antera.
Optou-se por realizar a contagem de todos os grédos de pdlen de cada antera
selecionada. A contagem dos grdos de polen foi realizada por meio de
microscopio 6tico, correndo-se toda a lamina.

O sistema reprodutivo foi determinado pela razao pélen:6vulo (P:O),

por meio da equagao proposta por Cruden (1977):

n°.de graos de pélen em uma antera x n°. de anteras

Relagdo P/O = .
n°.de évulos
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Os resultados obtidos da expressao acima foram utilizados para
determinar o modo de reproducao de acordo com a classificacdo de Cruden
(1977): cleistogamia (2,7-5,4); autogamia obrigatoria (5,5-39,0); autogamia
facultativa (39,1-396,9); alogamia facultativa (397-2.588); e alogamia
obrigatoria (>2.588).

Os dados da morfologia floral foram expressos pela média e pelo
desvio padrdo. Para o crescimento das inflorescéncias foram feitas uma curva
de regressdo a 1% de probabilidade para o crescimento e outra para a
largura, utilizando-se o programa SAEG. A floragdo e a frutificagdo foram
expressos pelo nimero de flores abertas e pelo numero frutos observados no
momento da avaliagdo, respectivamente. O periodo de antese foi expresso
pela porcentagem de flores abertas e pela média da contagem do numero de
flores em antese.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os individuos de erva-baleeira observados mostraram a fenofase de
floragdo no periodo de agosto a novembro, sendo esses 0s meses mais
quentes, conforme observado na FIG. 1. Segundo Montanari Junior (2000), o
seu florescimento ocorre durante os oito meses mais quentes do ano. O
periodo de floragdo observado no presente estudo difere do observado por
Melo e Sales (2005), os quais relatam que a floragdo da espécie ocorreu de
margo a maio na caatinga arbustiva aberta da regido de Xingd, nos estados
de Alagoas e Sergipe.

Os estudos fenolégicos sdo importantes para conhecer o ciclo de
crescimento vegetativo das plantas, a época de reproducéo e a deciduidade,
parametros que podem ser utilizados para o manejo adequado da espécie
(RIBEIRO; CASTRO, 1986). A fase de florescimento da espécie na regiao
nao foi estabelecida na presente pesquisa, porque nao houve o
acompanhamento sistematico da fenologia por um periodo continuo igual ou
superior a 12 meses. No entanto estudos fenoldgicos em plantas na regido do
presente estudo nado foram realizados até o momento, e mostram-se
necessarios.

Observou-se que ndo ha sincronismo de floragdo num mesmo ramo,
pois tanto pode haver lancamentos simultdneos de inflorescéncias, como
langamentos sequenciais. Segundo Magalhdes (2010), o florescimento
irregular e sem época definida, ocorrendo ao longo do ano, é tipico de planta
em estado selvagem.

As caracteristicas morfométricas das flores da erva-baleeira
apresentaram o diametro da flor de 2,13 + 0,05 (mm), o comprimento da flor
3,29 % 0,08 (mm), o diametro do ovario 0,70 * 0,02 (mm), o comprimento do
ovario 2,48 = 0,12 (mm), o diametro da antera 0,67 = 0,01 (mm) e o
comprimento da antera de 0,93 £ 0,02 (mm), com quatro évulos e cinco

anteras por flor.
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A fase de crescimento das inflorescéncias estendeu-se de 16 de
agosto a 30 de outubro de 2012, totalizando 75 dias (GRAF. 1). O
comprimento e a largura das inflorescéncias tiveram o comportamento de
crescimento semelhante, com crescimento exponencial até o 42° dia (03 de
outubro de 2012) e, a partir desse, a estabilizagcdo. No desenvolvimento das
inflorescéncias, observou-se que muitas flores foram atacadas por insetos e
outras foram abortadas, possivelmente, devido a estiagem dos meses de
agosto a outubro do ano de 2012 (FIG. 1).

20 A Comprimento 16
«+e Comprimento = - 0,0194*Dias® + 2,4588*Dias - 1,9234" R?= 98%
80 4 ® Largura
[— Largura = -0,0013*Dias? + 0,2676*Dias + 2,0580" R?= 96% " '& z x - 14
70 A | 1o
€
60
_
E 10 E
£ 50 E
] -8 8
E 404 S
= 2
o L 6 0]
£ -
O 30 -
(&)
- 4
20 A ° R
A )
1049 A.
A
0 L v L] L L} L L] L v T L] L] L] L L] N0
L 8L 88 8 ¥ ¥ &L
LU R ESSLRTREES SO RS

GRAFICO 1 - Desenvolvimento da inflorescéncia da erva-baleeira (Varronia
.. curassavica Jacq.), Montes Claros — MG, 2014

Nota: significativo a 1% de probabilidade.

Fonte: Da autora.

A partir do 36° dia da avaliacdo (27 de setembro de 2012), o
crescimento das inflorescéncias foi reduzido e 0 mesmo cessou no 42° dia
(03 de outubro de 2012). Esse é o mesmo periodo de maior concentragao de
flores em antese (GRAF. 2). O periodo de floragdo nas inflorescéncias

avaliadas perdurou por 42 dias (18 de setembro a 30 de outubro de 2012),.
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Teve inicio quando as inflorescéncias apresentavam 32 dias. Os frutos
ocorreram do dia 12 de outubro a 29 de novembro de 2012 e a maior
concentragdo de frutos ocorreu no periodo de 27 de outubro a 14 de
novembro de 2012 quando as inflorescéncias possuiam de 69 a 90 dias.
Assim, o periodo do inicio do crescimento da inflorescéncia até a formacao de
frutos foi de 90 dias. Os frutos produzidos nas inflorescéncias foram poucos
€, em sua maioria, ndo amadureceram. A baixa taxa de frutificacdo,

provavelmente, se deve a fatores externos, como predacao e estiagem.
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GRAFICO 2 - Epoca de flores em antese e da formagédo dos frutos da erva-
baleeira (Varronia curassavica Jacq.), Montes Claros — MG, 2014
Fonte: Da autora.

As inflorescéncias, nas condicées da presente pesquisa, tiveram um
florescimento irregular e uma baixa taxa de produgdo de frutos. O
florescimento na inflorescéncia da erva-baleeira é irregular, assim como a
frutificacdo. Segundo Montanari Junior (2000), a espécie pode florescer em
qualquer época do ano e de forma irregular, porém o faz com mais

intensidade durante a primavera/verao.
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A antese floral da erva-baleeira foi diurna em Montes Claros, MG. O
numero e a porcentagem de flores abertas durante os diferentes intervalos de
observacédo estdo apresentados na TAB. 1. A abertura das flores ocorreu
entre 7:00 e 11:00 horas e nao foi registrada antese apos esse periodo. A
proporgao de flores abertas entre 9:00 e 11:00 horas foi quase cinco vezes
maior que no intervalo de 7:00 e 9:00 horas. Resultados semelhantes foram
observados por Santos (2005), em flores de Cordia nodasa (Boraginaceae),
que apresentaram antese diurna, porém com maior antese no periodo de
7:30 e 8:00 horas.

TABELA 1
Periodo de abertura de flores de erva-baleeira (Varronia curassavica
Jacq.), em Montes Claros — MG, 2014

Porcentagem de N2 de flores

Periodo (h) " /e abertas abertas
18:00 - 7:00 0 0
7:00 - 9:00 15 12
9:00 - 11:00 85 66

11:00 - 13:00

13:00 - 15:00

15:00 - 17:00

17:00 - 19:00

Total 100 78

Nota: Médias obtidas do nimero de quatro observagdes de dois
individuos.
Fonte: Da autora.

Os visitantes florais que foram coletados, todos da classe Insecta,
pertencem a seis ordens, 21 familias e sete espécies que foram identificadas.
Os visitantes florais ocorreram com maior frequéncia entre 8:00 e 11:00 horas
da manha e as visitas foram muito rapidas. As ordens de visitantes florais
com maior nimero foram: Coleoptera, Hemiptera, Diptera e Hymenoptera,
com sete, cinco, quatro e trés individuos, respectivamente. Da ordem

Coleoptera foram observadas os géneros: Malthinus sp., Leptophysa sp.,
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Systena sp., Eumolpinae sp., Naupactus sp., Euphoria sp., e as espécies
Hippodamia convergens, Neocalvia fulgurata e Lagria villosa. Da ordem
Hemiptera foram observados insetos pertencentes as familias Scutelleridae,
Largidae, Pentatomidae, Pyrrhocoridae e o género Zellus sp. Na ordem
Diptera, foram identificados insetos da familia Calllephoridae, Dolichopodidae,
Syrphidae e Tachinidae. A ordem Hymenoptera apresentou membros da
familia Apidae, a espécie Apis melifera, da familia Formicidae, as espécies
Ectatomma sp. e Crematogaster sp., e da familia Vespidae, a espécie
Brachygastra lecheguana. Nas ordens Lepdoptera e Orthoptera, foram
observados insetos das familias Nymphalidae e Tettigoniidae,
respectivamente.

A principal praga observada e identificada, atacando as
inflorescéncias da erva-baleeira, foram besouros do género Systena sp.,
pertencentes a ordem Coleoptera e a familia Crysomelidae. Foram
identificados, ainda, besouros da espécie Diabrotica speciosa, praga comum
de diversas culturas.

O estudo de interacdo planta/visitantes florais em Boraginaceae é de
grande importancia. No entanto os trabalhos desenvolvidos no Brasil, com
esse enfoque, sdo escassos e, em sua maioria, voltados para os insetos da
ordem Hymenoptera, principalmente abelhas e vespas, que sé@o insetos
voadores que dispendem pouco tempo em suas visitas (BELO et al., 2011).

Segundo Aguiar e Santos (2007), as abelhas e vespas concentram a
coleta de recursos florais em um grupo restrito de plantas, e as espécies da
familia Boraginaceae se fazem presentes nesse grupo. Em estudos de
plantas melit6filas da familia Boraginaceae, na margem esquerda do rio Sao
Francisco (Alagoas) e margens do rio Temporario (Sergipe), a erva-baleeira
destaca-se como uma importante fonte de recursos florais, por apresentar
uma floracdo continua, o que favorece a estabilidade na abundéancia dos
visitantes florais nas areas, exercendo uma forte influéncia sobre a estrutura
da comunidade de abelhas (MOURA et al., 2007). Outros visitantes florais
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como as borboletas foram observados por Corréa et al. (2001) e Lemes et al.
(2008), assim como na presente pesquisa.

No presente estudo, foi observada a presenga de formigas das
espécies Ectatomma sp. e Crematogaster sp. A incidéncia de formigas
interagindo com a erva-baleeira € comum, e essas ndo prejudicam a
polinizagao, segundo Belo et al. (2011). Os autores afirmam que a presenca
das formigas nos ramos com flores nao interferiu, negativamente, no nimero
de visitantes florais, em fungdo do curto tempo de visitacdo dos insetos
voadores. As formigas removem insetos que permanecem mais tempo, o que,
provavelmente, poderia causar danos a polinizagao da espécie.

Os estudos no intuito de identificar quais visitantes florais séo
realmente polinizadores da erva-baleeira e o tempo que eles dispendem nas
flores s@do necessérios. Isso, para se conseguir maiores esclarecimentos dos
visitantes florais e sua interacdo com os demais insetos, visto que foram
identificadas varias outras espécies na presente pesquisa, que ndo foram
relatados anteriormente, ocorrendo em plantas de erva-baleeira.

Na determinagdo do sistema reprodutivo, contaram-se 22.864 graos
de polen. Na presente pesquisa, as flores analisadas apresentaram o valor
médio da razéo P:O de 576,54 gréos de pdlen por 6vulo (TAB.2), o que inclui
a espécie, no intervalo compreendido entre 397 e 2588,00. Segundo Cruden
(1977), as plantas com essa razao polen:6vulo podem ser classificadas como
alégamas facultativas.

TABELA 2
Médias + erro padrao das caracteristicas: nimero de évulos, nimero
de graos de pélen/flor e razao poélen:ovulo (P:O), observadas em
flores de erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.) em Montes Claros

— MG, 2014
Variaveis Média * erro padrao
Numero de 6vulos 4,00 £ 0,00
Numero de graos de pdlen/flor 2286,40 £ 339,54
Razao P:O 576,54 + 85,60
Antera 5+0,00

Médias obtidas do nimero de dez observagbes de cinco individuos
Fonte: Da autora.
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A razédo P:O pode ser utilizada como uma ferramenta para avaliar os
sistemas reprodutivos nos vegetais, sendo uma técnica alternativa habil,
precisa e de custo baixo, quando comparada com técnicas de marcadores
moleculares ou técnicas de cruzamentos (CRUDEN, 2000). A razao P:O esta
diretamente relacionada a oferta de recursos tréficos florais, ao modo de
polinizagéo e ao sistema reprodutivo dos vegetais (LENZI et al., 2005).

As alégamas facultativas possuem a combinagé@o dos dois sistemas
reprodutivos, podendo se reproduzir por autogamia e/ou alogamia. A
autofertilizagdo permite a formagédo de linhagens puras para caracteres de
importancia econémica, o que é importante na realizagdo de cruzamentos nas
geragcOes posteriores da espécie de interesse (CAMPOS, 2010). A
fecundagao cruzada possibilita a manutengéo ou o aumento do vigor hibrido
das espécies pela ocorréncia de novas combinag¢des de genes codificadores
de caracteres de interesse agronémico, como, por exemplo, a produgao de
metabolitos secundarios, como os flavonoides (FACANALI et al., 2009).

Segundo Scariot et al. (1991), as alégamas facultativas apresentam
um alto nivel de adaptabilidade da populagdo as condigbes vigentes do
ambiente, associado a manutencéo de elevado potencial evolutivo, por meio
da recombinacdo, o que capacita a espécie para a colonizagdo de novas e

extensas areas.
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4 CONCLUSAO

A fenologia de floragdo da erva-baleeira ocorreu entre os meses de
agosto a dezembro. A antese floral foi observada no periodo diurno. Os
principais visitantes florais foram insetos das ordens Coleoptera, Hemiptera,
Diptera e Hymenoptera. A erva-baleeira, nas condi¢cdes do presente estudo,

foi classificada como alégama facultativa.
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