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RESUMO

DISPONIBILIDADE HIDRICA E SAZONALIDADE SOBRE A FITOMASSA,
ANATOMIA FOLIAR E PRODUGAO DE OLEO ESSENCIAL DE CIDRO

AUTOR: Leonardo Antonio Thiesen
ORIENTADORA: Denise Schmidt

A sazonalidade e a disponibilidade hidrica séo fatores ambientais que influenciam diretamente
sobre 0 crescimento, desenvolvimento e producdo de metabdlitos secundarios em plantas
aromaticas. Diante disso, 0 objetivo do estudo foi avaliar a producédo de fitomassa, pigmentos
fotossintéticos, densidade estomatica e de tricomas, rendimento, teor e caracterizacdo da
composicao quimica do 6leo essencial de plantas de Aloysia triphylla em resposta a diferentes
disponibilidades hidricas e sazonalidade. A pesquisa foi desenvolvida no periodo de 2015 e
2017, em ambiente protegido, na area experimental da Universidade Federal de Santa Maria,
Campus Frederico Westphalen. O delineamento experimental utilizado foi de blocos
casualizados, em esquema fatorial 4x4, composto por quatro niveis de disponibilidade hidrica,
sendo 25%, 50%, 75% e 100% da capacidade de campo durante as estagdes do ano do outono,
inverno, primavera e verdo. O controle da disponibilidade hidrica foi realizado por meio da
pesagem diéria dos vasos, sendo que as irrigagdes com diferentes disponibilidades hidricas
foram iniciadas na metade de cada estacdo. Foram avaliados ao final de cada estacao: altura de
plantas, fitomassa (massa fresca e seca de ramos, massa fresca e seca de folhas e area foliar),
pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e carotenoides), densidade estomatica e de
tricomas glandulares, rendimento, teor e caracterizacdo da composicdo quimica do 6leo
essencial. Observou-se que a fitomassa foi significativamente superior durante o cultivo na
primavera e com maiores disponibilidades hidricas, enquanto que as estacdes de outono e
inverno, assim como as menores disponibilidades hidricas afetaram negativamente o
crescimento das plantas. Os maiores contelidos de pigmentos fotossintéticos e densidade
estomatica também foram superiores na estacdo de primavera. As maiores densidades de
tricomas glandulares foram encontradas na porcéo abaxial das folhas durante o inverno e verao.
Além disso, observou-se maior rendimento do 6leo essencial na estacdo da primavera com
maiores disponibilidades hidricas, seguida pelo verdo, enquanto que maior teor foi observado
durante o inverno com baixas disponibilidades hidricas. A caracterizagdo quimica do 6leo
essencial possibilitou identificar maior quantidade de componentes no verdo. No entanto, maior
concentragdo dos componentes majoritarios foram obtidas com baixa disponibilidade hidrica
no inverno. Conclui-se que na primavera ocorre maior conteldo de pigmentos fotossintéticos e
maior densidade estomatica, indicando melhores respostas pelas plantas. Alem disso, a estacéo
da primavera com maior disponibilidade hidrica é indicada para maior producao de fitomassa
e rendimento do 6leo essencial. A densidade de tricomas glandulares aumentam nas estacoes
de inverno e verdo. O aumento no teor e concentragdo dos componentes majoritarios a-citral e
B-citral ocorrem no inverno sob baixas disponibilidades hidricas. No cultivo de verdo ocorre
maior quantidade de componentes quimicos, sendo que menor disponibilidade hidrica reduz a
concentragdo dos componentes o-citral e p-citral, aumentando significativamente a
concentracdo de oxido de cariofileno.

Palavras-chave: Aloysia triphylla. Estresse hidrico. Crescimento. Metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

HYDRICAL AVAILABILITY AND SEASONALITY ON PHYTOMASS, FOLIAR
ANATOMY AND ESSENTIAL OIL PRODUCTION OF CIDRO

AUTHOR: Leonardo Antonio Thiesen
ADVISOR: Denise Schmidt

Seasonality and water availability are environmental factors that directly influence the growth,
development and production of secondary metabolites in aromatic plants. The objective of the
study was to evaluate phytomass production, photosynthetic pigments, stomatal and trichome
density, yield, content and characterization of the essential oil composition of Aloysia triphylla
plants in response to different water availability and seasonality. The research was developed
in the period of 2015 and 2017, in protected environment in the experimental area of the Federal
University of Santa Maria, Campus Frederico Westphalen. The experimental design was a
randomized complete block design in a 4x4 factorial scheme, consisting of four levels of water
availability: 25%, 50%, 75% and 100% of field capacity during the autumn, winter, spring and
summer seasons. The water availability control was carried out by means of the daily weighing
of the pots, and the irrigations with different water availability were started in the middle of
each season. They were evaluated at the end of each season: plant height, phytomass (fresh and
dry mass of branches, fresh and dry leaf mass and leaf area), photosynthetic pigments
(Chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids), stomatal density and glandular trichomes, yield,
content and characterization of the chemical composition of the essential oil. It was observed
that phytomass was significantly higher during spring cultivation and with higher water
availability, while autumn and winter seasons, as well as lower water availability, negatively
affected plant growth. The highest content of photosynthetic pigments and stomatal density
were also higher in the spring season. The highest densities of glandular trichomes were found
in the abaxial portion of the leaves during winter and summer. In addition, higher yields of
essential oil were observed in the spring season with higher water availability, followed by
summer, while higher content was observed during the winter with low water availability. The
chemical characterization of the essential oil made it possible to identify more components in
the summer. However, higher concentrations of the major components were obtained with low
water availability in the winter. It is concluded that in spring there is a higher content of
photosynthetic pigments and higher stomatal density, indicating better responses by plants. In
addition, the spring season with higher water availability is indicated for higher phytomass
production and yield of essential oil. The density of glandular trichomes increases in the winter
and summer seasons. The increase in the content and concentration of the major components
a-citral and B-citral occur in winter under low water availability. In the summer crop, a greater
quantity of chemical components occurs, and less water availability reduces the concentration
of a-citral and B-citral components, significantly increasing the concentration of caryophyllene
oxide.

Keywords: Aloysia triphylla. Hydric stress. Growth. Secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

As plantas arométicas vém despertando interesse da industria farmacéutica, para o
desenvolvimento de novos medicamentos, sendo assim cada vez mais estudadas pelos
pesquisadores. Estima-se que cerca de 30% dos medicamentos terapéuticos, sdo derivados de
plantas (CALIXTO & SIQUEIRA JUNIOR, 2008). Além da industria farmacéutica, as plantas
aromaticas também sdo utilizadas na industria de cosméticos e na industria quimica,
aumentando a producdo de plantas aromaticas e também de dleo essencial (SANGWAN;
SANGWAN; KUMAR, 2001).

A Aloysia triphylla (Verbenaceae) é originaria da Argentina e do Chile e foi descoberta
no século XVIII pelos botanicos espanhdis (PARODI, 2010). A espécie € conhecida
popularmente por cidrd, cidrdo, erva-luisa e limonete, tratando-se de planta que apresenta
grande importancia, em funcdo das folhas conter diversos componentes quimicos que
apresentam diversas aplicacdes (PAULUS et al., 2013). As folhas e flores de Aloysia triphylla
possuem propriedades aromaticas e armazenam o 6leo essencial, sendo que este possui diversas
propriedades medicinais, atuando em atividades anestésicas, antioxidantes (PARODI et al.
2012; BECKER et al., 2017), antiespasmddica, estimulante (PAULUS et al.,, 2013),
antimicrobianas (SOUZA et al. 2017), e sdo comumente utilizados na medicina popular para
combate da ansiedade, insbnia, resfriados, como analgésico e sedativo e ainda como tempero
de alimentos (OLIVA et al., 2010; VALENTAO et al., 2002; ZEPPENFELD et al., 2014).

O ¢6leo essencial da Aloysia triphylla é bastante volatil, sendo que o componente quimico
de maior interesse é o citral, substancia que confere grande importancia para indudstrias
farmacéuticas e de cosméticos (ROJAS; PALACIOS; RONCEROS, 2012). Porém, a espécie é
promissora também para industrias de quimicos agricolas, ja que possui comprovadas
propriedades antifingica, inseticida e repelente (HABER & CLEMENTE, 2013). Além disso,
o teor de 6leo essencial normalmente aumenta em resposta a condi¢Ges de estresse. Com isso,
torna-se fundamental conhecer o crescimento, desenvolvimento e fisiologia das plantas diante
de distintas condi¢Oes ambientais para proporcionar maior fitomassa e rendimento de oOleo
essencial para industria.

No entanto, as distintas condi¢es meteoroldgicas que ocorrem ao longo do ano exercem
influéncia direta sobre o crescimento e desenvolvimento de plantas medicinais e aromaticas,
assim como sobre a producdo de metabdlitos secundarios (SCHWERZ et al., 2015). Em funcéo

disso, o efeito da sazonalidade pode afetar tanto as variaveis de crescimento da espécie, como
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também o teor dos componentes quimicos produzidos. Portanto, a época de maior producéo de
fitomassa pode ndo coincidir com a de maior teor de dleo essencial (BRANT et al., 2009).

A disponibilidade hidrica ¢ um fator ambiental que exerce forte impacto sobre a
producdo agricola, sendo que o estresse hidrico pode afetar os processos metabdlicos das
plantas, promovendo fechamento estomatico, redugdo de crescimento, acimulo de solutos e
antioxidantes, rendimento de principios ativos por unidade de &rea, entre outros (MEIRA et al.,
2013). Além disso, as modificacbes das condi¢cGes ambientais em funcdo do efeito da
sazonalidade e da disponibilidade hidrica, podem resultar em alteracdes nos tecidos foliares,
como forma de tolerancia aos fatores resultantes de estresse abiotico (BATISTA et al., 2010).
No entanto, Alvarenga et al. (2012) aponta a necessidade de compreender melhor a resposta de
plantas medicinais diante de condicdes estressantes como a disponibilidade hidrica, visto que o
interesse comercial de Aloysia triphylla esta relacionada a producéo de compostos quimicos do
metabolismo secundario. Diante desses fatores, criou-se como hipéteses:

A producdo de fitomassa de Aloysia triphylla é afetada em funcéo da disponibilidade
hidrica e da sazonalidade;

O maior crescimento e producédo de fitomassa ocorrem nas estacdes com temperaturas
mais elevadas;

Os pigmentos fotossintéticos sofrem variacdes em funcdo da disponibilidade hidrica e
sazonalidade e estdo relacionados com as respostas produtivas das plantas;

A densidade estomatica e de tricomas glandulares sofrem alteracdes a partir de
diferentes disponibilidades hidrica e da variacdo sazonal,

O teor de 6leo essencial serd maior no cultivo em baixa disponibilidade hidrica e
temperatura;

A maior producéo de fitomassa resulta em maior rendimento de 6leo essencial;

A composicdo do Oleo essencial sera afetada pela disponibilidade hidrica e
sazonalidade.

Desta maneira, este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de fitomassa,
pigmentos fotossintéticos, densidade estomatica e de tricomas glandulares, rendimento, teor e
caracterizagdo da composic¢do quimica do dleo essencial de plantas de Aloysia triphylla em

resposta a diferentes disponibilidades hidricas e a sazonalidade.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ORIGEM E DESCRICAO BOTANICA DA ESPECIE

A Aloysia triphylla € uma espécie pertencente a familia VVerbenaceae, nativa da regido
geogréfica da Argentina, Uruguai, Paraguai, Chile e sul do Brasil e possui uma grande
variabilidade de nomes populares, sendo 0s mais comuns: cidro, limonete, doce-liméo, cidréo
e erva-luisa (GATTUSO et al., 2008). As propriedades medicinais e aromaticas da espécie
envolvem atividades antibacterianas, sedativas, antioxidantes, anestésicas, anti-estressantes e
até mesmo como promotores de crescimento, que ja foram comprovadas em estudos com
diversos animais aquaticos (PARODI et al., 2012; PARODI et al., 2013; PARODI et al., 2014;
ZEPPENFELD et al., 2016; ZEPPENFELD et al., 2017).

A espécie possui porte arbustivo e pode atingir entre 1,50 e 2,50 metros de altura, com
preferéncia por solos permeéaveis, pH entre 6,5 e 7,2 e sem excesso de dgua. A espécie apresenta
melhor adaptacdo em clima subtropical ao temperado, sendo que frio rigoroso tende a ocasionar
perda das folhas e condicdes de baixa iluminagdo e/ou vento excessivo afetam o rendimento de
6leo essencial e a producdo dos ingredientes ativos (HERBOTECNIA, 2018). Geralmente, 0
maior crescimento vegetativo ocorre em meados de outubro, atingindo méaximo de crescimento
em meados do ver&o, quando se inicia a diferenciagdo floral (BRANT et al., 2008).

As folhas da Aloysia triphylla sdo simples, verticiladas com trés a quatro folhas no
mesmo nd, ligeiramente dentadas, coloracdo verde claro, venacdo peninérvea e quando
esmagadas liberam um cheiro doce e agradavel (HERBOTECNIA, 2018). Em corte transversal,
as folhas apresentam cuticula fina, epiderme simples, meséfilo com parénquima pali¢adico (2-
3 camadas de células) e parénquima lacunoso ou esponjoso, com células irregulares. Ainda, 0s
estdmatos sdo anomociticos e hipoestomaticos (CALZADA-SANCHEZ et al., 2014).

O oleo essencial geralmente é armazenado em tricomas glandulares presentes nas folhas
das plantas, sendo que em Aloysia citriodora, considerada sinonimia de Aloysia triphylla, existe
tricomas nas duas faces da folha, mas com maior quantidade na face abaxial, entretanto
apresentam tamanho reduzido (GATTUSO et al., 2008). O 6leo essencial da Aloysia apresenta
como componente majoritario o citral (a-citral e B-citral) que podem representar mais de 50%
da concentracdo dos constituintes quimicos do Oleo essencial, mas também apresentam
constituintes como limoneno, 6xido de cariofileno, 6-metil-5-hepten-2-ona, B-pineno, linalol,
geraniol, cariofileno, entre outros que estdo presentes em menores concentragoes
(PROCHNOW et al., 2017).
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2.2 OLEOS ESSENCIAIS E IMPORTANCIA ECONOMICA

De acordo com a Comtrade (United Nations Commodity Trade Statistics Database), 0s
maiores consumidores mundiais de 6leo essencial sdo os Estados Unidos (40%), Unido Européia
(30%), sendo a Franga e o Japdo os paises lideres em importacdes, assim movimentando no
mercado mundial aproximadamente US$ 15 bilhdes por ano. O Brasil destaca-se entre os quatro
maiores produtores mundiais de dleo essencial, juntamente com a india, China e Indonésia,
estando nessa posicao basicamente em funcdo da producéo de 6leos essenciais citricos. Existe
cerca de 300 oleos essenciais de interesse comercial no mundo, sendo que o Brasil lidera a
producdo de bleo essencial de laranja (Citrus sinensis) e de lima destilada (Citrus aurantifolia),
entre os mais importantes (B1ZZ0O, 2013).

Os Oleos essenciais sdo substancias volateis que podem ser extraidas de caule, folhas,
raizes, flores e frutos das plantas (RIBEIRO; BONILLA; LUCENA, 2018). Esses dleos séo
constituidos principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides, produzidos
através do metabolismo secundario das plantas e utilizados para os mais diversos fins, como
em cosméticos, perfumaria, alimentos e também em medicamentos (B1ZZO; HOVELL,
REZENDE, 2009). As plantas aromaticas, produtoras de 6leo essencial, séo muito utilizadas na
indUstria farmacéutica, sendo que cerca de 30% dos medicamentos de terapéutica sdo derivados
dessas plantas (CALIXTO & SIQUEIRA JR, 2008). Os 6leos essenciais sdo empregados
também como aromas, fixadores de fragrancias, entre outros, fornecendo substancias como
limoneno, citral, citroneral, ergenol e mentol (SANTOS et al., 2006). Além disso, as plantas
aromaticas sdo importantes para as industrias de cosméticos e também quimica, aumentando a
utilizacdo do O6leo essencial e criando a necessidade de aumentar o rendimento desses
metabolitos secundarios (SANGWAN; SANGWAN; KUMAR, 2001).

Geralmente os 0leos essenciais estdo associados como mecanismo de defesa das plantas
contra fatores bidticos ou abioticos ou até mesmo para atracao de polinizadores. Em condicdes
de estresse ocorre mudancas no metabolismo das plantas, sendo que normalmente ocorre
aumento no teor de 6leo essencial em plantas aromaticas (MANUKYAN, 2011). No entanto, a
concentracdo dos componentes do 6leo essencial pode variar tanto em funcao das caracteristicas
da planta como também das interacfes ecoldgicas do vegetal com o ambiente, podendo
modificar a quantidade e qualidade das propriedades quimicas dos metabolitos como resultado
da aclimatacéo das plantas (MOORE et al., 2013). Da mesma forma, a produgéo de metabolitos
secundarios é influenciada por fatores genéticos, mas a interacdo da planta com o ambiente,

com microrganismos ou até mesmo com outras plantas, podem gerar alteragcdes tanto na
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producdo como também na composicdo quimica dos 6leos essenciais (MORAIS, 2009).
Contudo, diversos estudos indicam que fatores ambientais (clima, estacdo do ano,
disponibilidade hidrica, geografia, entre outros) influenciam sobre a producéo e composicao do

o0leo essencial de planta aromaticas.

2.3 ESTRESSE HIDRICO

O déficit hidrico pode ser definido como uma disponibilidade de agua insuficiente para
as plantas e afeta diretamente o crescimento vegetativo e reprodutivo das culturas,
principalmente em funcdo da desidratacdo celular influenciar sobre os processos fisiologicos.
As principais alteracdes fisiologicas sdo reducdo da expansdo celular/foliar e das atividades
metabolicas, fechamento estomatico em funcdo do acimulo de &cido abscisico (ABA), inibicdo
fotossintética devido a reducdo das trocas gasosas pelo fechamento estomatico, abscisao foliar,
alteracdo na particdo do carbono, cavitacdo, desestabilizacdo das membranas e proteinas,
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e morte celular (TAIZ et al., 2017).

Em solos com saturacdo de agua, as plantas apresentam reducdo na condutancia
estomatica, reduzindo a taxa de assimilacdo de CO2 e consequentemente da fotossintese,
modificagdes nas taxas de transpiracdo, murcha, inibicdo de crescimento e abscisdo foliar,
resultado da hipoxia nas raizes em ambiente alagado, principalmente quando se trata de espécies
sensiveis (PAROLIN, 2009; PAROLIN & WITTMANN, 2010). No entanto, em condicGes de
estresse hidrico, as plantas apresentam mecanismos que incluem plasticidade fisioldgica,
metabdlica e morfolégica (SCREMIN-DIAS; LORENZ-LEMKE; OLIVEIRA, 2011).

No caso de plantas medicinais e aromaticas, o acimulo de ABA em condic¢les de
estresse hidrico desencadeia mudancgas nas concentracBes e composicdo dos metabdlitos
secundarios como taninos, proteinas (prolina), terpendides, compostos fendlicos, entre outros
(FONSECA et al., 2006). Em estudos avaliando diferentes laminas e intervalos entre irrigacao
na producdo, massa seca, producdo e composicdo do o6leo essencial de capim-limao
(Cymbopogon ciratus D.C.), Pinto et al. (2014) observaram que o estresse hidrico moderado
com 100% da demanda de &gua e intervalo de irrigacdo de sete dias gerou maior producao de
matéria seca e producao de 0leo essencial com maior concentracdo de citral, enquanto que com
50% da demanda hidrica e mesmo intervalo de irrigagdes proporcionou maior producéo de 6leo
essencial. Da mesma forma, avaliando o desempenho de Aloysia triphylla em diferentes
disponibilidades hidricas e esta¢Ges do ano, Schwerz et al. (2015) obtiveram maior teor de 6leo

essencial em 75% e 50% da evapotranspiracdo de referéncia, enquanto que a reducdo na
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disponibilidade hidrica resultou em menor producédo de biomassa, altura de plantas e area foliar.
Além disso, Feitosa et al. (2016) estudando o estresse hidrico no desempenho fisioldgico de
plantas de gergelim (Sesamum indicum L.), observaram que em condicdes de estresse hidrico
ocorreu reducdo da taxa de fotossintese liquida, condutancia estomatica e transpiracao, sendo
que a temperatura foliar tende a aumentar. Portanto, o estresse hidrico afeta 0s processos
metabdlicos e fisioldgicos das plantas, promovendo reducdo do crescimento, desenvolvimento

e producao das culturas.

2.4 SAZONALIDADE

A sazonalidade pode ser definida como um conjunto de variacdes ambientais regulares,
qgue influenciam sobre crescimento e desenvolvimento das plantas, modificando as
caracteristicas fisioldgicas, ecoldgicas e agricola dos vegetais. Caracteristicas fisioldgica em
funcdo das condi¢des ambientais influenciar os processos metabdlicos das plantas; ecoldgica
para formacao do ecossistema; e agrondmica para determinar a adaptacdo e as praticas culturais
da cultura, que sdo dependentes das condi¢bes climaticas de determinado local (LOPES &
LIMA, 2015).

Os fatores ambientais como fotoperiodo, temperatura, disponibilidade hidrica, assim
como fatores relacionados a propria planta como idade, ciclo vegetativo e 6rgdo vegetal,
influenciam sobre o rendimento e composi¢do quimica do 6leo essencial das plantas (OZKAN;
BAYDAR; ERBAS, 2009; SCHINDLER; SILVA; HEINZMANN, 2018).

As regides de clima temperado, caracterizam-se por apresentar as esta¢cdes do ano bem
definidas, com verdo quente (temperaturas acima de 22°C) e inverno frio (temperaturas
inferiores de 10°C), além de chuvas bem distribuidas ao longo do ano. No entanto, essas
variacbes ambientais que ocorrem no decorrer do ano tendem a afetar o crescimento,
desenvolvimento e producdo de metabolitos secundarios, assim como alterar o teor e
composicgéo do oleo essencial (TAVEIRA et al., 2003; RAM; RAM; SINGH, 2005). Lacerda
et al. (2010) também afirma que os elementos meteorolégicos tendem a modificar o
desenvolvimento vegetativo, fisioldgico e reprodutivo das plantas.

As plantas recebem estimulos em funcéo das modificagfes ambientais que ocorrem nas
distintas estacdes do ano, podendo provocar alteracGes fisioldgicas, inclusive sobre o
metabolismo secundario dos vegetais (GATTI et al., 2014), afetando o crescimento, rendimento
e concentracdao dos componentes quimicos dos 6leos essenciais (SANTOS et al., 2012; SILVA

etal., 2013), ou seja, a sazonalidade influencia sobre a quantidade e qualidade do 6leo essencial
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das plantas. Alguns trabalhos da literatura demonstram que plantas que produzem éleo essencial
apresentam modificacdes no rendimento em funcdo da variagdo sazonal. Em Nectandra
grandiflora, Silva et al. (2015) encontraram maior rendimento de Oleo essencial durante a
primavera. Da mesma forma, em estudo com Aloysia triphylla, Schwerz et al. (2015)
concluiram que o cultivo na primavera proporcionou maior producéao de fitomassa e rendimento
de bleo essencial da espécie. Por outro lado, maior teor de 6leo essencial foram obtidos durante
as estacOes de verao e inverno.

Assim sendo, torna-se fundamental compreender a dindmica do crescimento vegetativo,
assim como o rendimento e qualidade dos metabolitos secundarios de Aloysia triphylla em
funcdo da variacdo sazonal e de diferentes disponibilidades hidricas.



3 ARTIGO 1 - DISPONIBILIDADE HIDRICA E SAZONALIDADE AFETAM A
FITOMASSA E PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS DE Aloysia triphylla

Submetido em lingua estrangeira para o periodico: Scientia Horticulture.

Situagdo: Em avaliagéo.
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Disponibilidade hidrica e sazonalidade afetam a fitomassa e pigmentos fotossintéticos de

Aloysia triphylla

Leonardo Antonio Thiesen®*, Marcos Vinicius Marques Pinheiro?, Braulio Otomar Caron?,

Ezequiel Holz?, Bruna Stringari Altissimo?, Evandro Holz?, Denise Schmidt?.

2 Departamento de Ciéncias Agronémicas e Ambientais, Universidade Federal de Santa
Maria, Campus Frederico Westphalen, Rio Grande do Sul, Brasil.

*Autor para correspondéncia: thiesen07@hotmail.com.

3.1 Resumo: O crescimento e desenvolvimento das plantas sdo afetados pela disponibilidade
hidrica e sazonalidade. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de
fitomassa e pigmentos fotossintéticos de plantas de Aloysia triphylla submetidas a diferentes
disponibilidades hidricas e estagdes do ano. O experimento foi conduzido em ambiente
protegido na Universidade Federal de Santa Maria, Campus Frederico Westphalen no periodo
de agosto de 2015 a margo de 2017, em delineamento experimental de blocos casualizados, em
esquema fatorial 4x4, com quatro blocos de quatro plantas cada. As quatro disponibilidades
hidricas testadas foram 25%, 50%, 75% e 100% da capacidade de campo, nas quatro estacdes
do ano outono, inverno, primavera e verdo. As variaveis avaliadas foram altura de plantas,
massa fresca e seca de ramos, massa fresca e seca de folhas, area foliar e pigmentos
fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e carotenoides). Observou-se que a disponibilidade
hidrica e as estacdes do ano influenciam a producgdo de fitomassa bem como as analises de
pigmentos fotossintéticos da espécie aromatica. A baixa disponibilidade hidrica e o cultivo
durante o outono e inverno afetam negativamente o crescimento vegetativo. Portanto, para

maior producéo de fitomassa, recomenda-se o cultivo de Aloysia triphylla durante as estac0es
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de primavera e verdo sob disponibilidade hidrica de 75% e 100% da capacidade de campo. A

estacdo da primavera proporciona maior contetido de pigmentos fotossintéticos.

Palavras-chave: Cidrd; Massa vegetal; Clorofila; Estacdo do ano.

Water availability and seasonality affect phytomass production and photosynthetic

pigments of Aloysia triphylla

3.2 Abstract: The plant growth and development are affected by water availability and
seasonality. Therefore, the objective of this work was to evaluate the phytomass production and
photosynthetic pigments of Aloysia triphylla plants submitted to different water availability and
seasons of the year. The experiment was conducted in a protected environment at the Federal
University of Santa Maria, Campus Frederico Westphalen from August 2015 to March 2017,
in an experimental design of randomized blocks, in a 4x4 factorial scheme, with four blocks of
four plants each. The four water availability tested were 25%, 50%, 75% and 100% of the field
capacity, in the four seasons of the year, autumn, winter, spring and summer. The evaluated
variables were plant height, fresh and dry mass of branches, fresh and dry mass of leaves, leaf
area and photosynthetic pigments (chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids). It was
observed that the water availability and the seasons of the year influence the phytomass
production as well as the photosynthetic pigment analyzes of the aromatic species. Low water
availability and cultivation during autumn and winter adversely affect vegetative growth.
Therefore, for higher phytomass production, it is recommended to cultivate Aloysia triphylla
during the spring and summer seasons under 75% water availability and 100% field capacity.

The spring season provides higher content of photosynthetic pigments.

Keywords: Cidro; Vegetable mass; Chlorophyll; Season.
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3.3 Introducéo

O cidrd (Aloysia triphylla), pertencente a familia Verbenaceae, é uma espécie medicinal
e aromatica perene nativa da América do Sul. O género Aloysia contém cerca de 30 espécies
distribuidas nas Ameéricas, desde os Estados Unidos da América até a Patagonia (Rojas et al.,
2012). Varias espécies foram introduzidas na Europa e norte da Africa, onde existem pesquisas
farmacoldgicas relacionadas as suas propriedades medicinais (EI-Hawary et al., 2012; Felgines
et al., 2014). Seu 6leo essencial possui diversos componentes quimicos, com destaque para o
citral, que atribui importancia para inddstrias farmacéuticas e de cosméticos (Rojas et al., 2012),
além de possuir comprovadas propriedades antimicrobianas (Souza et al., 2017), anestésicas
(Becker et al., 2017), efeito ansiolitico (Jiménez-Ferrer et al., 2017), dentre outros. Além disso,
a espécie vem despertando interesse na industria de quimicos agricolas, visto que produz
metabdlitos secundarios com comprovadas propriedades antifingica, inseticida e repelente
(Haber e Clemente, 2013).

A producédo de fitomassa de plantas é dependente de fatores genéticos e ambientais,
sendo que o desempenho agronémico e o potencial produtivo de cada espécie dependem da
interacdo gendtipo-ambiente, que influencia diretamente o crescimento e desenvolvimento
vegetal (Pravuschi et al., 2010; Ferreira et al., 2015a). Dentre os fatores ambientais, a
sazonalidade afeta crescimento, desenvolvimento e consequentemente a producéo de fitomassa
das plantas, principalmente em funcéo da variacao dos elementos meteoroldgicos que ocorrem
durante o0 ano, sendo fator limitante para diversas culturas (Ferreira et al., 2015b; Schwerz et
al., 2015).

A variacdo sazonal esta associada a fatores ambientais que resultam em estresse abiotico
as plantas, dentre esses destaca-se a disponibilidade hidrica, que pode provocar estresse tanto
pela deficiéncia ou excesso de agua, e assim, limita o crescimento e produtividade das plantas,

reduzindo o rendimento dos cultivos (Farrog et al., 2012; Oz et al., 2015), em funcdo da
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diminuicdo das taxas fotossintéticas (Johari-Pireivatlou et al., 2010; Osakabe et al., 2014). Essa

reducdo ocorre devido a influéncia direta no metabolismo vegetal que provoca diversas
respostas morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas, tais quais a producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), capazes de danificar as estruturas celulares (Misra et al., 2011; Rao e
Chaitanya, 2016), ocasionando o fechamento estomatico e limitando a entrada de didxido de
carbono (CO») nas folhas, o que inibe a fotossintese e assim, a producdo de fotoassimilados, o
que impactard na producdo de fitomassa (redugdo da parte aérea, aceleracdo da senescéncia e
abscisdo foliar) (Wang et al., 2008; Ferrari et al., 2015).

A espécie Aloysia triphylla pode se tornar alternativa de cultivo para diversificagdo de
propriedades rurais com alto valor agregado por area, e para isso, torna-se essencial determinar
condigdes de crescimento ideais para que as plantas alcancem elevada producéo de fitomassa
e, concomitantemente, atingir maior rendimento de 6leo essencial por unidade de area. Diante
do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a producdo de fitomassa e pigmentos
fotossintéticos de plantas de Aloysia triphylla submetidas a diferentes disponibilidades hidricas

e a sazonalidade.

3.4 Materiais e métodos
3.4.1 Condigdes de cultivo e propagacao da espécie

O trabalho foi conduzido em ambiente protegido na area experimental da Universidade
Federal de Santa Maria, Campus Frederico Westphalen, situado a 27° 23" S, 53°25” O ¢ 493 m
de altitude, no periodo de agosto de 2015 a marco de 2017. Pela classificacdo de Kdppen, o
clima da regido é do tipo Cfa - temperado imido com verao quente e temperaturas maximas do
ar maiores que 22 °C nos meses mais quentes (Alvares et al., 2013). O ambiente protegido foi

constituido por uma estrutura em arco de aco galvanizado, disposta na diregdo Leste-Oeste,
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com dimens6es de 10 x 20 m e 3,0 m de pé direito, coberta com filme de polietileno de baixa

densidade transparente com 150 um de espessura.

As mudas de Aloysia triphylla foram propagadas vegetativamente pelo método da
miniestaquia. Para isso, utilizou-se placas de espumas fendlicas (dimensdes de 2x2x5 cm),
lavadas em agua corrente para eliminagdo de provaveis compostos resultantes do processo de
industrializac&o. O procedimento da miniestaquia consistiu da retirada de pequenas estacas com
trés gemas (aproximadamente 10 cm de comprimento) de plantas matrizes, sendo desinfestadas
em solugdo de hipoclorito de sodio (1% de cloro ativo) durante um minuto, e posterior lavagem
em 4gua destilada. Utilizou-se uma célula da espuma fendlica para cada miniestaca,
introduzindo-se uma gema no interior da placa e duas para fora. As estacas foram mantidas
sobre bancada por 68 dias com subirrigacdo constante, sendo os turnos de rega controlados
através de temporizador, com 15 minutos ligados e 60 minutos desligados. No periodo noturno
realizou-se apenas dois periodos de irrigacdo de 15 minutos cada, sendo que ap6s passar pela
espuma fendlica, a solugdo retornava para o reservatorio.

Apos 13 dias as estacas passaram a receber solugdo nutritiva com 25% da formulagédo
proposta por Furlani (2009), mantendo a condutividade elétrica e o pH em, aproximadamente,
300 pS e 6,0, respectivamente. Passados 68 dias, as miniestacas foram transplantadas para vasos
de cinco litros contendo substrato comercial Carolina®, permanecendo por mais 84 dias, para a

completa formacéo das mudas.

3.4.2 Condigdes experimentais e varidveis de crescimento

Para a conducgédo do experimento, mudas de 152 dias foram transplantadas para vasos
plasticos de 14,3 litros pintados de branco na parede externa, com a finalidade de promover a
maior reflexdo e menor absorcdo da radiacdo solar, evitando assim o aquecimento e a perda

excessiva de agua pelo processo de evaporagdo do solo. Cada vaso foi preenchido com fina
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camada de brita (3 kg) e mistura de solo peneirado + 10% de esterco bovino curtido. Com o

mesmo objetivo de evitar o processo de evaporagdo foi adicionado bagaco de cana-de-agUcar
(100 g) para formar cobertura em cada vaso de cultivo.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados (DBC), esquema
fatorial 4x4, com quatro blocos, sendo a unidade experimental composta por quatro plantas. Os
quatro niveis de disponibilidade hidrica testadas foram 25%, 50%, 75% e 100% da capacidade
de campo, sendo avaliadas nas quatro estacées do ano do outono, inverno e primavera de 2016
e verdo 2016/2017, sendo as estacOes do ano consideradas como fator sazonalidade.

A restricdo hidrica foi iniciada aos 45 dias antes da coleta das plantas para avaliacdo, ou
seja, a partir do periodo que corresponde a metade de cada estagcdo do ano. Antes do inicio da
restricdo hidrica, todas as plantas foram irrigadas com 100% da capacidade de campo. O manejo
hidrico foi baseado na umidade do solo, determinado pela pesagem diéria dos vasos, com
auxilio de balanca digital. A reposicdo da agua evapotranspirada foi realizada sempre que a
variacao entre a massa inicial do vaso e a massa obtida no dia da avaliagdo tornava-se igual ou
superior a 2%. Assim, a diferenca entre as massas correspondia a quantidade de agua a ser
completada, assumindo que a agua apresenta relacdo massa/volume 1:1.

No final de cada estacdo do ano foram avaliadas as variaveis altura de plantas, massa
fresca e seca de ramos, massa fresca e seca de folhas e area foliar e pigmentos fotossintéticos
das plantas (clorofila a, b e carotenoides).

A altura de plantas foi determinada a partir da medicdo do apice do maior ramo até o
colo da planta. Para determinar massa fresca e seca de ramos e de folhas, realizou-se poda nas
plantas, aproximadamente 10 cm acima do solo deixando-se gemas para rebrote, sendo o
material levado ao laboratorio para separacdo e pesagem dos Orgdos vegetativos. Para
determinar a massa seca levou-se os ramos e folhas para estufa de secagem com temperatura

em torno de 60 °C, até atingirem massa constante. A area foliar foi determinada pelo “método
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de discos” (Benincasa, 1988), que consiste na retirada dos discos do limbo foliar com numero

e area conhecidos. Os discos também foram mantidos em estufa de secagem a 60 °C, para a
obtengdo da massa seca. Posteriormente, a area foliar foi estimada a partir da equagao 1:

AF = (ND * AD * MSF)/MSD (1)
Onde: AF = Area foliar (cm?); ND = Numero de discos; AD = Area do disco (cm?); MSF =

Massa seca de folhas (g); MSD = Massa seca de discos (g).

3.4.3 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

Para os pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides), foram utilizados discos
foliares das folhas adultas localizadas no quarto n6 do apice em direcdo a base do maior ramo,
de todas as plantas. A unidade experimental foi composta por quatro tubos de ensaio para
extracdo dos pigmentos, que correspondia as plantas de avaliagdo de cada bloco. Foram
retirados cinco discos foliares de material fresco, de 5 mm de didmetro cada e transferidos para
tubos de ensaio contendo 5 mL de solugdo de dimetilsulfoxido - DMSO (saturado com 5 g L
de carbonato de célcio, CaCQO3), seguindo a metodologia modificada proposta por Santos et al.
(2008). Os discos permaneceram incubados durante 48 horas, cobertos com papel aluminio e
mantidos em local escuro. Ap6s este periodo determinou-se a absorbancia das amostras em
espectrofotdbmetro BEL Photonics, modelo SP 1105, utilizando-se cubetas de vidro com 10 mm
de caminho dptico, nos comprimentos de onda de 665, 645 e 480 nm, para clorofila a, b e
carotenoides, respectivamente, sendo apresentados em pg cm-.

As variaveis determinadas corresponderam a clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b),
carotenoides, clorofila total (Chl total), razdo clorofila a/b (Chl a/b) e clorofila
total/carotenoides (Total/carot). A clorofila total (Chl total) foi determinada pelo somatério da

clorofila a e clorofila b; a razdo a/b, pela diviséo da clorofila a pela b; e clorofila
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total/carotenoides, sendo calculada pela soma das clorofilas a e b e posterior divisdo pelos

carotenoides, realizadas para cada repeticéo.

3.4.4 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e, quando significativos, realizou-
se andlise de regressdo para dados quantitativos (fator disponibilidade hidrica), e comparagéo
de médias para dados qualitativos (fator sazonalidade) pelo teste Scott e Knott, a 5% de

probabilidade, utilizando o programa estatistico Genes (Cruz, 2013).

3.5 Resultados

As condigdes meteoroldgicas, no interior do ambiente protegido, durante o periodo
experimental apresentaram elevada amplitude térmica, principalmente entre as estacGes
estudadas. O efeito da sazonalidade demonstrou periodos com temperaturas do ar elevadas,
atingindo valores préximos de 50 °C na estacdo de primavera, e outros, com temperaturas
baixas, atingindo valores negativos durante o outono (-0,2, -1,8 e -2,1 °C). Durante 0 outono
foi possivel observar temperaturas maximas e minimas variando entre 41,5 e -2,1 °C,
respectivamente, sendo que a temperatura média do periodo foi de 19,9 °C (Figura 1A). Para a
estacdo de inverno, a temperatura média do periodo foi superior a observada durante a estacao
do outono (23,2 °C), porém, este periodo apresentou elevada amplitude térmica, com
temperaturas maximas e minimas alcancando 46,6 e 2 °C, respectivamente (Figura 1B). Na
primavera, as temperaturas se situaram entre 47,9 e 10,8 °C, tendo como temperatura média do
periodo 28,7 °C (Figura 1C). Para o verdo a temperatura média foi de 30 °C, com temperaturas

maximas e minimas de 45,8 e 11,6 °C, respectivamente (Figura 1D).
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198  Fig. 1. Temperatura do ar maxima, minima e média registradas no interior do ambiente
199  protegido nas estacdes de outono (A), inverno (B) e primavera (C) de 2016 e verdo (D)
200 2016/2017, durante o periodo de conducdo de Aloysia triphylla sob diferentes disponibilidades
201  hidricas.

202

203 Pela anélise de variancia, foi possivel observar que as variaveis altura de plantas, massa
204  fresca e seca de folhas e de ramos e area foliar foram significativas para a interagdo dos fatores
205  sazonalidade x disponibilidade hidrica, pelo teste F, a 5% de probabilidade. Para as variaveis
206  clorofila b, relagdo clorofila total/carotenoides e razdo de clorofila a/b houve diferenca
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significativa apenas para o fator sazonalidade. Para as varidveis clorofila a, carotenoides e

clorofila total, apenas para os dois fatores individuais.

As maiores alturas de plantas foram observadas na estagcdo da primavera, enquanto que
menores foram verificadas na estacdo do verdo e com disponibilidade hidrica de 25% da
capacidade de campo para a maioria das estacfes. As equagdes de regressdo apresentaram
resposta cubica para o outono e quadratica para o inverno e primavera. Para estas trés estacoes,
a disponibilidade hidrica de 75% da capacidade de campo proporcionou maior altura de plantas
(51,9; 55,7 e 76,9 cm, respectivamente). Para o verdo, houve resposta linear crescente com

superioridade a 100% da capacidade de campo, com altura media de 43,4 cm (Figura 2).

100 - Outono y =-0.0002x" + 0.0411x - 2.115x + 77.650 R* = 0.9996

Inverno y =-0.0054x" + 0.853x + 21.412 R* =0.9929
Primavera y=-0.0081x"+ 1.349x + 19.631 R* = 0.9880
Verio y =0.074x +35.643 R*=0.9378

O
W
1
>4 0@

Altura de plantas (cm)
(o))
o

0 25 50 75 100

Disponibilidade hidrica
(% da capacidade de campo)

Fig. 2. Altura de plantas de Aloysia triphylla sob diferentes disponibilidades hidricas, durante

as quatro estagdes do ano.

Para a variavel massa fresca de ramos observou-se que o verdo foi superior as demais
estacOes, seguido da primavera. No entanto, para estas duas estacdes, em 100% da capacidade

de campo, para esta variavel foram observados valores semelhantes (41,7 e 40,3 g planta?,



224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

31
respectivamente) (Figura 3). Para as estacdes do verdo, houve resposta linear crescente em

funcdo do aumento da disponibilidade hidrica, sendo a menor média de 31,5 g planta™®. A
mesma tendéncia foi observada para o inverno, no entanto a menor média foi de 7,9 g planta
e a maior de 17,3 g planta’. Para a estagdo do outono, nenhuma equacio de regressio foi
significativa (p>0,05), sendo a média de 14,9 g planta®. Para a estagdo de primavera, a regressio
que melhor se ajustou foi a linear, em que resultados superiores foram encontrados para a

disponibilidade hidrica de 100% da capacidade de campo (Figura 3).

50 1 ® Outono
45 4 O Inverno y =-0.132x + 4.984 R> = 0.9445
i v  Primavera y=0431x-0.127R*=0.9871 o
<, 40 4 A Verdo y =0.102x +30.019 R*=0.8034 l“’/_/:--x
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Fig. 3. Massa fresca de ramos de Aloysia triphylla sob diferentes disponibilidades hidricas

durante as quatro estacGes do ano.

Para a massa seca de ramos, observou-se resposta linear crescente em funcdo da
disponibilidade hidrica para todas as estacfes, com excecdo para 0 outono. Verificou-se
superioridade no verdo em todas as condic@es hidricas, com médias de 18,698, 19,886, 20,971

e 21,153 g planta’® para 25%, 50%, 75% e 100% da capacidade de campo, respectivamente. Na
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240  estacdo de outono, houve resposta linear decrescente, sendo que 25% da capacidade de campo,

241  apresentou maior acimulo de massa seca (9,552 g planta®) (Figura 4).
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244  Fig. 4. Massa seca de ramos de Aloysia triphylla sob diferentes disponibilidades hidricas
245  durante as gquatro estacdes do ano.

246

247 Quanto a massa fresca de folhas observou-se maiores médias na primavera e as menores
248  no inverno. Para as estacdes de outono e primavera houve resposta linear crescente em funcéo
249 do aumento da disponibilidade hidrica, em que resultado superior foi encontrado com
250  disponibilidade hidrica de 100% da capacidade de campo (30,689 e 78,752 g planta?,
251  respectivamente). Para as demais estagdes, a linha de tendéncia que melhor se ajustou foi a
252  quadratica, sendo que no inverno a massa fresca de folhas foi superior com a disponibilidade
253  hidrica de 75% da capacidade de campo (22,456 g planta™), enquanto que para o verdo com
254  100% da capacidade de campo (45,981 g planta®) (Figura 5).

255
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Fig. 5. Massa fresca de folhas de Aloysia triphylla sob diferentes disponibilidades hidricas

durante as quatro estacGes do ano.

A massa seca de folhas mostrou tendéncia semelhante a massa fresca. As maiores
médias foram observadas na primavera e as menores no outono e inverno. Para as estacdes de
outono e inverno, a linha de tendéncia que melhor se ajustou foi a quadratica, com maiores
acumulos na disponibilidade hidrica de 75% da capacidade de campo. Para primavera e verdo,
houve resposta linear crescente no acimulo de massa seca de folhas, sendo que na primavera e
verdo foram observadas médias de 29,438 e 19,453 g planta® com 100% da capacidade de
campo, respectivamente. A disponibilidade hidrica de 25% da capacidade de campo e o cultivo
durante as esta¢Oes de outono e inverno afetaram negativamente o acimulo de massa fresca e

seca de folhas (Figura 6).
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Fig. 6. Massa seca de folhas de Aloysia triphylla sob diferentes disponibilidades hidricas

durante as quatro estacGes do ano.

Para a variavel area foliar, observou-se resultado semelhante aos obtidos para massa
seca de folhas. Conforme equacOes de regressao, para todas as estagcdes houve resposta linear
crescente de area foliar em funcdo da disponibilidade hidrica. Houve superioridade na
primavera e no verao, sendo que a area foliar nestas duas estacdes, na disponibilidade hidrica
de 25% da capacidade de campo, foram maiores que a de 100% nas estacdes do outono e
inverno. A area foliar foi intensamente reduzida quando o cultivo de Aloysia triphylla ocorreu

durante as estacdes de outono e inverno e sob baixas disponibilidades hidricas (Figura 7).
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Fig. 7. Area foliar de Aloysia triphylla sob diferentes disponibilidades hidricas durante as quatro

estacdes do ano.

Quanto aos pigmentos fotossintéticos, foi possivel observar que a Aloysia triphylla
apresentou variagdes nos pigmentos fotossintéticos em funcéo das estacdes do ano e também
quanto as diferentes disponibilidades hidricas. Na primavera houve superioridade significativa
para as variaveis clorofila a, clorofila b, carotenoides, clorofila total e razdo clorofila
total/carotenoides (28,96; 4,08; 6,90; 33,05 e 4,80 ug cm, respectivamente). Para a variavel

razdo clorofila a/b, ndo houve diferenca significativa entre as estacdes estudadas (Figura 8A).
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Fig. 8. Conteldo de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), carotenoides (Carot), clorofila total
(Chl total), razdo clorofila a/b (Razéo a/b) e razdo clorofila total/carotenoides (Total/carot) de
Aloysia triphylla significativos para o fator sazonalidade (A) e clorofila a, carotenoides e

clorofila total significativos para o fator disponibilidade hidrica (B). *Médias seguidas pelas mesmas

letras dentro de cada varidvel ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott e Knott, a 5% de

probabilidade.

Para clorofila a, carotenoides e clorofila total observou-se linha de tendéncia quadratica
em funcdo do aumento da disponibilidade hidrica (Figura 8B). Os maiores conteudos de
clorofila a e clorofila total foram obtidos com disponibilidade hidrica de 50% e 75% da
capacidade de campo e, menores contetidos com 25% e 100% da capacidade de campo. Para 0s
carotenoides, houve pequena variagdo entre as diferentes disponibilidades hidricas, com

maiores valores encontrados em 50% da capacidade de campo.

3.6 Discussdo
A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel observar que a

disponibilidade hidrica e a sazonalidade influenciam e afetam diretamente o crescimento e
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desenvolvimento das plantas. Para a cultura da Aloysia triphylla, o cultivo em estacbes com

intensa luminosidade e temperaturas mais elevadas (primavera e verdo) e com maiores
disponibilidades hidricas favoreceram o crescimento e o acimulo de fitomassa. Este resultado
foi confirmado devido as respostas quanto aos pigmentos fotossintéticos, pois € em funcdo do
contelido de clorofila e/ou carotenoides presentes nas estruturas foliares que ocorre a
transformacéo da energia luminosa em carboidratos e, por fim em matéria seca.

A elevada amplitude térmica, no cultivo de Aloysia triphylla, pode afetar processos
fisioldgicos nas plantas. Por exemplo, em temperaturas elevadas as plantas apresentam reducéo
da condutancia estomatica, e consequentemente reducdo da fotossintese, que pode justificar 0s
resultados obtidos no verdo nas varidveis relacionadas a massa de folhas e area foliar. Por outro
lado, temperaturas baixas reduzem a atividade das enzimas responsaveis pelas reacdes da
fotossintese, levando a fotoinibicdo do fotossistema | e as vezes do fotossistema Il, além de
permitir a formagdo de EROs (Zhang e Scheller, 2004; Yang et al., 2017; Awasthi et al., 2015),
bem como reduzir a flexibilidade e fluidez da membrana (Raju et al., 2018).

Alem da temperatura, outros fatores meteorolégicos ocorrem de maneira diversificada
durante as estacdes do ano (como radiacdo solar e umidade relativa do ar) afetando o
crescimento e desenvolvimento vegetal, principalmente de espécies que apresentam dorméncia
(Pinto e Bertolucci, 2002; Correa Junior e Scheffer, 2018). Brant et al. (2008), confirmam que
Aloysia triphylla apresenta maior crescimento vegetativo em meados de outubro (estacdo da
primavera), atingindo maximo crescimento na metade do verdo, quando inicia a diferenciacdo
floral, em torno do més de fevereiro. Essas afirmacdes justificam a maior fitomassa e area foliar
encontradas durante a primavera, visto que é uma espécie de clima tropical e subtropical e por
essa estacdo proporcionar melhores respostas quantos aos pigmentos fotossintéticos, e
consequentemente maior crescimento da cultura. Por outro lado, as plantas podem perder todas

as folhas durante o inverno em funcdo de apresentar dorméncia diante de baixas temperaturas
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(Prochnow et a., 2016), reduzindo &rea foliar e producdo de fitomassa. Além disso, 0

decréscimo da massa seca de ramos diante do aumento da disponibilidade hidrica pode se
justificar como uma alternativa da planta reduzir o crescimento, evitando a brotacdo e
acumulando reservas para suportar as temperaturas baixas, pois a disponibilidade hidrica ndo
foi o fator limitante, e sim a temperatura.

A altura de plantas apresentou resultados inferiores durante o verdo, no entanto, essa
reducdo foi compensada pela maior ramificacéo lateral, visto que a massa fresca e seca de ramos
foram elevados nessa estacao, podendo ser justificado pelo maior nimero de podas realizadas
apos cada final de estacdo, quando comparados as demais. Outro fator que pode justificar a
menor altura de plantas no verdo, é a intensa radiacdo solar incidente da estacdo, no qual as
plantas ndo necessitam crescer em busca de luminosidade, e mesmo assim produzindo elevada
quantidade de fitomassa, em funcdo da luminosidade estar com valores elevados neste periodo.
O ponto de compensacao luminosa refere-se a quantidade minima de radiacdo solar necessaria
para produzir fotoassimilados e promover crescimento das plantas (Perin et al., 2018). Diante
disso, nas estagdes de outono e inverno, a baixa disponibilidade de radiacdo incidente afetou a
altura das plantas e causou menor acimulo de matéria seca da cultura.

Sob condic¢des de estresse hidrico observa-se impacto negativo para todas as variaveis
de crescimento, pois a deficiéncia hidrica afeta processos metabolicos dos vegetais, como
reducdo da divisdo, multiplicacdo e elongacdo celular nos meristemas apicais. O crescimento e
desenvolvimento das plantas ocorre pelo processo de mitose, ou seja, através de multiplicacéo
celular com posterior elongacéo e expansao do corpo do vegetal e aumento da fitomassa, sendo
este processo afetado por fatores externos como luminosidade, temperatura e disponibilidade
hidrica (Almeida e Rodrigues, 2016).

O maior incremento dos ramos, folhas e area foliar com aumento da disponibilidade

hidrica, para o verdo e primavera, esta relacionado as temperaturas de cada periodo, uma vez
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que nestas estacOes as temperaturas foram mais elevadas (Figura 1C e 1D). Em estudo com a

mesma espécie, Prochnow et al. (2016) encontraram maiores resultados de massa fresca e seca
de ramos e massa seca de folhas no cultivo de verdo, seguido pelo outono, primavera e inverno,
respectivamente, independente do estresse hidrico. Além disso, Schmidt et al. (2017) avaliando
a resposta fisiologica de Aloysia triphylla em duas esta¢cdes do ano, observaram que o cultivo
durante o verdo apresentou melhores condi¢Oes de radiacdo, temperatura foliar e transpiragéo,
qguando comparado ao cultivo de inverno. Esses resultados estdo de acordo com o presente
estudo, em que a estacdo do verdo possibilitou superioridade para a maioria das variaveis de
crescimento quando comparado com o inverno, porém com variagdes quanto as diferentes
disponibilidades hidricas; isso porque de acordo com Ferrari et al. (2015), o estresse hidrico
promove alteracBes na planta como redugdo do potencial hidrico, fechamento estomatico,
aceleracdo da senescéncia e absciséo foliar. Essas alteragfes podem justificar a resposta das
plantas submetidas as menores disponibilidades hidricas, uma vez que o estresse hidrico
promoveu a abscisdo foliar e, consequentemente, reducdo da fitomassa e area foliar.

A reducdo no crescimento das plantas esta diretamente relacionada a reducdo da area
foliar durante a fase vegetativa, pois plantas submetidas as condi¢Ges de deficiéncia hidrica
além da reducdo da abertura estomatica tendem a apresentar murcha e enrolamento da folha de
maneira a reduzir a exposicao da area fotossintética, afetando diretamente a fotossintese (Souza
et al., 2013; Ferrari et al., 2015). No presente trabalho, visivelmente as plantas apresentavam
enrolamento das folhas e, consequentemente reducdo da area de exposicdo das folhas,
resultando em menor absorc¢do da radiacao solar. Gonzalez-Sanpedro et al. (2008) relatam que
0 aumento da area foliar proporciona aumento na capacidade da planta em absorver a radiacdo
fotossinteticamente ativa para o processo fotossintético e posteriormente utiliza-la nos

fotoassimilados para incremento da produgéo.
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Em condicdo de déficit hidrico, o principal mecanismo de defesa da planta é o

fechamento estomatico, em funcdo da produgdo do hormdnio &cido abscisico (ABA), que atua
diminuindo a pressdo de turgor das células-guarda (Patakas et al. 2010; Zhao et al., 2001), e
assim, reduz a perda de agua por transpiracao. Além disso, 0 ABA também desempenha funcdes
que envolvem a absorcdo de agua e controle hidrdulico da planta, para suportar o estresse
hidrico, visto que é sintetizado nas raizes, e as células guardas também podem servir como fonte
deste hormdnio vegetal (Kuromori et al., 2018). Por outro lado, o fechamento estomatico reduz
a entrada de CO- nas folhas, diminuindo o processo fotossintético e consequentemente a
producdo de matéria seca. Neste trabalho verificou-se que as plantas cultivadas nas estac@es de
outono e inverno e com baixas disponibilidades hidricas (25% e 50% da capacidade de campo),
apresentaram reducdo na producdo de massa fresca e seca de folhas e area foliar, em funcdo do
estresse hidrico e da sazonalidade promoverem fechamento estomatico e abscisdo foliar, como
resposta da sinalizacdo hormonal e pelo fato das plantas entrar em dorméncia nos periodos mais
frios, tendendo a perder suas folhas.

Por se tratar de planta C3, a Aloysia triphylla apresenta o processo de fotorrespiracao,
que é um fator que afeta negativamente o crescimento e acimulo de fitomassa das culturas. A
fotorrespiracdo pode ocorrer nas plantas em taxas bastante elevadas, principalmente em
condicGes de alta temperatura e baixa disponibilidade hidrica, pois nestas condi¢cdes a enzima
rubisco, presente nos cloroplastos, utiliza a molécula de oxigénio (O2) ao invés do COg,
favorecendo a atividade oxigenase na rubisco (Hagemann e Bauwe, 2016); o que pode ter sido
fator prejudicial ao crescimento e producdo de fitomassa de Aloysia triphylla, principalmente
guando submetidas as menores disponibilidades hidricas.

De maneira geral, as plantas apresentaram respostas positivas com o0 aumento da
disponibilidade hidrica, para as variaveis altura de plantas, massa fresca e seca de ramos, massa

fresca e seca de folhas e area foliar. Respostas semelhantes a estas, também foram observadas
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por Silva et al. (2002) com Melaleuca alternifolia, Carvalho et al. (2003) com Artemisia e

Schwerz et al. (2015) com Aloysia triphylla, em que maiores condi¢6es hidricas favoreceram a
producdo de massa fresca e seca de plantas, enquanto a deficiéncia hidrica afetou essas
variaveis.

As respostas das plantas diante as condi¢Ges de disponibilidade hidrica e sazonalidade
estdo relacionadas aos pigmentos fotossintéticos, sendo que os maiores conteudos de clorofila
encontrados na primavera demonstram que nessa estacdo as plantas apresentaram as melhores
condicBes meteoroldgicas para crescimento e desenvolvimento, em funcdo do aumento da
capacidade fotossintética. Hendry e Price (1993) e Blum (2005) relatam que os maiores
contetdos de clorofila nas folhas indicam maior eficiéncia fotossintética pelas plantas e maior
producdo final da cultura. Portanto, maiores conteldos de pigmentos fotossintéticos (clorofila
a, clorofila b, total e carotenoides) encontrados no cultivo da primavera, associado a
temperaturas elevadas, aumento da intensidade luminosa e disponibilidade hidrica, favorecem
0 processo fotossintético, e consequentemente, a producdo de fitomassa.

O crescimento e a producao das culturas sdo definidos pela fotossintese, sendo que estes
dependem da interceptacdo e da caracteristica espectral da luz absorvida pela area foliar
(Maldaner et al., 2009). Diante disso, a avaliacdo de clorofila torna-se uma importante variavel
para avaliar os efeitos de deficiéncia hidrica e da sazonalidade, pois a folha é o principal 6rgdo
responsavel pelo processo fotossintético, sendo que a pigmentacdo foliar tende a variar em
funcdo do conteddo de pigmentos fotossintéticos, estruturas internas e caracteristicas
intrinsecas de cada espécie vegetal (Santos et al., 2014).

A energia da radiagdo solar atinge os orgdos externos da folha e posteriormente
difundem-se para o mesofilo foliar, sendo absorvidas pelos cloroplastos e finalmente utilizada
para o processo fotossintético (Ponzoni et al., 2012). A maior concentracdo de cloroplastos

ocorre na por¢éo superior do mesdfilo foliar, onde estéo as clorofilas e carotenoides, em funcao
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de ser a regido que recebe maior quantidade de radiacdo solar (Chen et al., 2015). Com isso,

pode-se inferir que menor contetdo de pigmentos pode resultar em menor taxa fotossintética e
producdo de fitomassa, como observadas naquelas plantas cultivadas durante outono e inverno
e sob condicGes de deficiéncia hidrica.

A reducdo do conteudo de clorofila na folha também pode estar relacionada a aceleracéo
da senescéncia foliar causada pela deficiéncia hidrica (Efeoglu et al., 2009). As plantas
submetidas a menor disponibilidade hidrica apresentaram maior senescéncia foliar, como forma
de tolerar a falta de agua, reduzindo a transpiracéo e a razdo dreno-fonte. Antes de ocorrer a
senescéncia foliar, as folhas apresentam sintomas de amarelecimento, ou seja, as clorofilas
comecam a ser degradadas e as folhas reduzem a pigmentacéo verde (Chaves e Oliveira, 2004).
Portanto, o processo de degradacdo da clorofila e senescéncia foliar justifica os menores
contetido dos pigmentos, visto que a senescéncia ocorre primeiramente na parte basal da planta
e a determinacdo da clorofila foi realizada em folhas adultas localizadas proximas da regido
apical do caule. Além disso, a degradacgdo das clorofilas também pode justificar os resultados
inferiores encontrados nas plantas submetidas a disponibilidade hidrica de 25% de capacidade
de campo.

Os menores contetdos de pigmentos encontrados no outono e inverno, podem ser
justificados pelo inicio das perdas das folhas nos periodos mais frios (geralmente nos meses de
maio e junho), pois trata-se de uma planta que apresenta dorméncia em funcdo de baixas
temperaturas (Paulus et al., 2013). A perda de folhas pode ocorrer mesmo em condicGes de
ambiente protegido, porém com menor severidade. Portanto, os pigmentos fotossintéticos estdo
diretamente relacionados a fitomassa e area foliar, demonstrando que o cultivo de Aloysia
triphylla na primavera com d&gua disponivel, permite que as plantas apresentem maior
pigmentacdo fotossintética, o que reflete em maior producéo de massa fresca e seca de folhas e

area foliar.
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Assim sendo, conclui-se que mesmo em condi¢cdes de ambiente protegido, a baixa

disponibilidade hidrica e o cultivo durante as estagdes de outono e inverno afetam
negativamente o crescimento vegetativo de Aloysia triphylla. Recomenda-se o cultivo desta
espécie durante as estacOes de primavera e verdo sob disponibilidade hidrica de 75% e 100%
da capacidade de campo, pois favorecem a maior producdo de fitomassa da cultura. A estacao
da primavera proporciona maior conteldo de pigmentos fotossintéticos, indicando melhores
respostas fisioldgicas pelas plantas.

Este € um importante relato da producdo de fitomassa associada aos pigmentos
fotossintéticos de Aloysia triphylla submetidas em diferentes regimes hidricos durante as
estacOes do ano. Estes resultados sdo importantes para a conducdo de novas pesquisas
referenciando mudancas anatdmicas e fisioldgicas, bem como no acimulo diferencial de 6leos

essenciais pelas plantas.
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4 ARTIGO 2 - CARACTERIZACAO ESTOMATICA E DE TRICOMAS
GLANDULARES DE Aloysia triphylla SUBMETIDAS A CONDICOES DE ESTRESSE
HIDRICO E VARIACAO SAZONAL

Submetido para o periodico: Pesquisa Agropecuaria Tropical.

Situagdo: Em avaliagéo.
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Caracterizacdo estomatica e de tricomas glandulares de Aloysia triphylla submetidas a

condigdes de estresse hidrico e variagdo sazonal

4.1 RESUMO: A sazonalidade e a disponibilidade hidrica promovem alteragdes nas estruturas
anatdbmicas de folhas e consequentemente na quantidade de Oleo essencial no interior dos
tricomas glandulares. Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a densidade estomaética e
de tricomas glandulares, bem como a morfometria de estbmatos em folhas de Aloysia triphylla
submetidas a diferentes disponibilidades hidricas e a sazonalidade. O experimento foi
conduzido em ambiente protegido sob delineamento de blocos casualizados, esquema fatorial
4x4, constituido por quatro estacbes do ano (outono, inverno, primavera e verao) e quatro
disponibilidades hidrica (25%, 50%, 75% e 100% da capacidade de campo) com quatro blocos,
sendo a unidade experimental composta por quatro plantas para densidade estomaética e de
tricomas glandulares e 12 unidades experimentais para a morfometria estomatica (comprimento
e largura do estbmato e area estomatica). As plantas foram submetidas a diferentes
disponibilidades hidricas da metade ao final de cada estacdo. Observou-se que a sazonalidade
afetou a densidade e morfometria estomatica, sendo que a maior densidade estomaética foi
encontrada durante a primavera, enquanto que a morfometria e area estomética foram
superiores na primavera e inverno. Foi possivel observar que a densidade de tricomas
glandulares da epiderme abaxial da folha foi superior para as estacdes de inverno e verao e com
as menores disponibilidades hidricas. Conclui-se que na primavera ocorre maior densidade
estomatica, enquanto que no inverno ocorre as menores densidades. A densidade de tricomas
glandulares aumenta nas estacfes de inverno e verdo sob baixas disponibilidades hidricas.

PALAVRAS-CHAVE: Cidro; Estomatos; Epiderme; Disponibilidade hidrica; Esta¢des do ano.
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Stomatal characterization and glandular trichomes of Aloysia triphylla submitted to water

stress conditions and seasonal variation

4.2 ABSTRACT: Seasonality and water availability promote changes in the anatomical
structures of leaves and consequently the amount of essential oil inside the glandular trichomes.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the stomatal density and glandular
trichomes, as well as the morphometry of stomata in leaves of Aloysia triphylla submitted to
different water availability and seasonality. The experiment was conducted in a protected
environment under a randomized block design, 4x4 factorial scheme, consisting of four seasons
of the year (autumn, winter, spring and summer) and four water availability (25%, 50%, 75%
and 100% of the capacity with four blocks, the experimental unit being composed of four plants
for stomatal density and glandular trichomes and 12 experimental units for stomatal
morphometry (stomatal length and width and stomatal area). The plants were submitted to
different water availability of the half at the end of each season. It was observed that seasonality
affected stomatal density and morphometry, with the highest stomatal density found during
spring, while morphometry and stomatal area were higher in spring and winter. It was possible
to observe that the density of glandular trichomes of the abaxial epidermis of the leaf was
superior for the winter and summer seasons and with the lowest water availability. It is
concluded that in spring there is a greater stomatal density, whereas in winter there occurs the
lowest densities. The density of glandular trichomes increases in winter and summer seasons
under low water availability.

KEYWORDS: Cidrd; Stomata; Epidermis; Water availability; Seasons.
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4.3 INTRODUCAO

A Aloysia triphylla é uma planta pertencente a familia Verbenaceae, conhecida
popularmente como cidrd, erva-luisa ou lemon verbena, que possui propriedades medicinais e
aromaticas com atividades antimicrobianas, neuropsicoldgicas, gastrointestinais, antioxidantes,
dentre outras, sendo cultivada em diversos paises em funcdo do seu elevado valor econémico
(Bahramsoltani et al. 2018). Trata-se de uma planta produtora de 6leo essencial, o qual é
armazenado na forma liquida em tricomas glandulares presentes nas folhas e possui cheiro
caracteristico (Bakkali et al. 2008, Crabas et al. 2003). Gattuso et al. (2008) observaram que a
Aloysia citriodora (sinonimia cientifica de Aloysia triphylla) apresenta tricomas nas duas
por¢des da folha, porém, com maior abundéancia de tricomas na porcédo abaxial. Portanto, como
0 teor e a composicao dos compostos volateis sdo influenciadas por fatores fisiologicos,
fitotécnicos e ambientais (Brandt et al. 2009, Meira et al. 2013), as estruturas secretoras destes
compostos, ou seja, os tricomas glandulares, também podem ser afetados por estes fatores. Feijé
et al. (2014), confirmaram em Varronia curassavica que o teor de 6leo essencial esta
diretamente relacionado a densidade de tricomas glandulares. Dessa forma, entende-se que
quanto maior densidade de tricomas glandulares maior serd a capacidade da espécie para
armazenamento de 6leo essencial e, consequentemente, maior teor desse metabolito secundario.

Na epiderme das folhas dos vegetais também encontram-se os estbmatos, que sao
células especializadas com a funcdo de regular a absor¢do de CO2, fundamental para a
fotossintese e no controle da perda de agua através da transpiracéo, sendo que estes processos
ocorrem ao mesmo tempo e estdo diretamente interligados (Lee et al. 2016, Pociecha et al.
2016, Spinelli et al. 2016). O desenvolvimento dos estobmatos é controlado por fatores
ambientais, tanto pelo fornecimento de luz como também de agua (Bucher et al. 2017).
Portanto, as caracteristicas anatbmicas e a densidade estomatica sdo importantes para a

producdo e também para a sobrevivéncia das espécies (Vatén & Bergmann 2012).



73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

52
O estresse hidrico é um dos fatores ambientais que mais resulta em modificacfes no

funcionamento das plantas, como por exemplo, o fechamento estomatico e a reducao de trocas
gasosas, 0 que limita o processo fotossintético e consequentemente afeta todo o metabolismo
vegetal (Campbell et al. 2010, Hu et al. 2010). No entanto, as plantas desenvolveram
mecanismos de aclimatacdo, através de modificacGes anatdmicas e fisioldgicas no intuito de
garantir a sobrevivéncia das espécies (Chaves et al. 2009, Zaharah & Razi 2009, Hamed et al.
2016, Santana-Vieira et al. 2016, Zhang et al. 2016). Alguns dos indicadores da aclimatacao
das espécies, quando mantidas em condigdes de estresse hidrico, podem ser observados pela
densidade e tamanho estomatico (Makbul et al. 2011). Portanto, as diferentes estacGes do ano
também tendem a modificar a densidade estomatica e a fim de maximizar as trocas gasosas em
funcdo da plasticidade fenotipica dos vegetais.

No entanto, pouco se sabe sobre as modificacBes das células especializadas da epiderme
de folhas de Aloysia triphylla submetidas a condi¢Ges de estresse hidrico e variacdo sazonal.
Diante disso, 0 objetivo do estudo foi avaliar a densidade estomaética e de tricomas glandulares,
assim como a morfometria estomatica de folhas de Aloysia triphylla submetidas a diferentes

disponibilidades hidricas e a sazonalidade.

4.4 MATERIAL E METODOS
O trabalho foi conduzido em ambiente protegido no periodo de agosto de 2015 a mar¢o
de 2017. Pela classificacdo de Képpen, o clima da regido é do tipo Cfa - temperado tmido com
verdo quente e temperaturas maximas do ar nos meses mais quentes acima de 22 °C (Alvares et
al. 2013).
As mudas de Aloysia triphylla foram propagadas vegetativamente pelo método da
miniestaquia, a partir da retirada de estacas com aproximadamente 10 cm e trés gemas de

plantas matrizes, desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sédio (com 1% de cloro ativo)
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durante um minuto e posterior lavagem em agua destilada. As miniestacas foram plantadas em

espuma fendlica devidamente lavadas e com dimens@es de 2x2x5 cm, utilizando-se uma célula
da espuma fendlica para cada miniestaca, introduzindo-se um né no substrato e dois fora da
espuma. As placas de espuma fendlica foram mantidas sobre bancada com subirrigacéo, sendo
0s turnos de rega controlados através de timer, com 15 minutos ligados e 60 minutos desligados.
No periodo noturno realizou-se apenas dois periodos de irrigacdo de 15 minutos.

Ap6s 13 dias iniciou-se o fornecimento de solugdo nutritiva conforme indicagdo de
Furlani (2009), na concentracdo de 25%. A condutividade elétrica e o pH da solugdo foram
mantidas em, aproximadamente, 300 uS e 6,0, respectivamente. Apds 68 dias, as miniestacas
foram transplantadas para vasos de cinco litros contendo substrato comercial, para completar a
formacédo das mudas.

Para a conducéo do experimento, mudas com 152 dias foram transplantadas para vasos
de capacidade de 14,3 litros, preenchidos com uma fina camada de brita (3 kg) + mistura de
solo peneirado e 10% de esterco bovino curtido. Para evitar perda excessiva de agua pelo
processo de evapotranspiracdo, os vasos foram pintados com tinta branca na parte exterior e
adicionados bagaco de cana-de-agucar na propor¢do de 100 g em cada vaso, com o intuito de
formar a cobertura sobre o solo.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados, em esquema
fatorial 4x4, sendo quatro estacbes do ano (fator sazonalidade) e quatro niveis de
disponibilidades hidricas (fator disponibilidade hidrica), com quatro repeticdes. Os quatro
niveis de disponibilidade hidrica avaliados foram 25%, 50%, 75% e 100% da capacidade de
campo durante o cultivo nas quatro estagdes do ano, sendo no outono, inverno, primavera e
verdo. A unidade experimental foi composta por quatro plantas para densidade estomatica e de
tricomas glandulares. Para a morfometria estomatica foram utilizadas quatro repetic6es de trés

estdmatos cada, totalizando 12 unidades experimentais por repeticao.
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Todas as plantas foram irrigadas com 100% da capacidade de campo até o inicio da

restricdo hidrica, aos 45 dias antes da coleta das folhas para avaliagdo, ou seja, a partir do
periodo que corresponde & metade de cada estacdo. O manejo hidrico foi baseado na umidade
do vaso com solo, determinado pelo método de pesagem, a partir da pesagem diéria dos vasos,
com auxilio de balanga digital (de capacidade maxima de 40 kg). A reposicdo da &gua
evapotranspirada foi realizada sempre que a variagdo entre a massa inicial do vaso e a massa
obtida no dia da avaliacdo tornava-se igual ou superior a 2%. Assim sendo, a diferenca entre as
massas correspondia a quantidade de agua a ser completada, adotando-se que a &gua apresenta
relagdo massa/volume 1:1.

Ao final de cada estacdo foram avaliadas densidade estomatica e de tricomas
glandulares da epiderme abaxial e adaxial das folhas, além da morfometria dos estdmatos. Para
estas avaliacGes foram retiradas as folhas presentes no quinto né do apice em direcdo a base da
planta. Foram confeccionadas laminas semipermanentes a partir da impressdo da epiderme
abaxial e adaxial da folha, com o uso de adesivo de éster de cianoacrilato, técnica conhecida
como imprints (Weyers & Johansen 1985, Campos et al. 2009). A folha foi pressionada
aproximadamente 30 segundos sobre a gota de adesivo na lamina, possibilitando a permanéncia
da impressdo da epiderme. As laminas foram visualizadas em microscépio 6tico com camera
fotogréfica acoplada, sendo as imagens fotomicrografadas com auxilio de software apropriado.
Os estébmatos e tricomas glandulares foram contabilizados através do software de anélises
quantitativas para estudos de anatomia vegetal “Anati Quanti”. A densidade estomatica e de
tricomas glandulares por mm? da folha foram calculadas em fungdo da area da foto
disponibilizada pelo software, sendo de 298 x 223 um, para o0 aumento de 40 vezes.

As mesmas imagens utilizadas para a contagem estomatica e de tricomas glandulares,
foram utilizadas para a realizacdo da morfometria estomatica, ou seja, medi¢do dos estdmatos.

As medicdes foram realizadas com o auxilio do software “Image]” ¢ expressas em pm. Em
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relacdo a morfometria foram avaliadas as seguintes varidveis: comprimento e largura dos

estdbmatos (célula guarda mais ostiolo) e &rea estomatica. A area estomatica foi determinada

através da multiplicagcdo do comprimento e largura do estémato (Eq. 1):
Area estomatica (um?) = comprimento (um) * largura (um) (Eq. 1)

Os dados foram submetidos a analise de variancia para avaliar o efeito da sazonalidade
e os diferentes niveis de disponibilidade hidrica e, quando significativos, realizou-se analise de
regressdo para dados quantitativos e comparacdo de médias para dados qualitativos, pelo teste

de Scott e Knott a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico Genes (Cruz 2013).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise de variancia, foi possivel observar que a densidade estomatica da epiderme
abaxial e a morfometria estomatica (largura e area estomatica) apresentaram diferenca
significativa apenas para o fator sazonalidade, pelo teste F (p<0,05). A variavel comprimento do
estomato ndo apresentou diferenca significativa para os fatores estudados. A densidade de
tricomas glandulares da epiderme abaxial e adaxial da folha foram significativas para a interacéo
entre os fatores sazonalidade x disponibilidade hidrica, pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Os resultados demonstraram que o fator sazonalidade afeta a densidade estomatica e o
tamanho dos estdmatos, sendo que a primavera proporcionou maior densidade estomatica,
assim como a formacao de estbmatos com maior tamanho nas folhas. Os tricomas glandulares
das porcdes abaxial e adaxial foram influenciados pela interacdo dos fatores sazonalidade e
disponibilidade hidrica, com diferentes respostas diante destas condigdes.

A Aloysia triphylla apresenta distribuicdo dos estbmatos em apenas uma das epidermes
da folha, sendo do tipo hipoestomatica (Figura 1). Esta caracteristica esta relacionada ao fator
de adaptacdo da espécie diante de fatores ambientais como elevada radiacdo e temperatura e

baixa disponibilidade hidrica, ja que o género Aloysia também é cultivado no norte da Africa
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(Carnat et al. 1999), ambiente este com clima caracteristico de subtropical com verdo quente.

Além disso, os estdbmatos possuem formato reniforme, envolvido por um ndmero varidvel de
células epidérmicas que ndo diferem quanto ao formato e tamanho, caracterizando-o como
anomocitico e com presenca de estrias ao redor dos estdmatos (Gattuso et al. 2008). Essas
caracteristicas foram confirmadas no presente estudo em fotos das epidermes adaxial e abaxial

da folha de Aloysia triphylla a partir de microscopia eletrénica de varredura (Figura 1).

Figura 1. Detalhes dos estdmatos e tricomas da epiderme adaxial (a) e abaxial (b) de folhas de
Aloysia triphylla a partir de microscopia eletronica de varredura. Tt: Tricoma tector; Gt:

Tricoma glandular; St: Estbmato. Barra em a: 100 pum; Barra em b: 10um.

Os estdmatos sdo células epidérmicas especializadas responsaveis por controlar as trocas
gasosas da planta, ou seja, a perda de agua na forma de vapor para a atmosfera pelo processo de
transpiracdo, como também a entrada de CO- para o interior da folha, no processo fotossintético
(Wang et al. 2016). Estas trocas gasosas sdo reguladas basicamente pelas células-guarda, que
ajustam rapidamente a abertura do poro estomatico em resposta as variacbes ambientais,

promovendo equilibrio entre perda de agua e absor¢do de CO. (Chaves et al. 2011), o que
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demonstra que a densidade estomatica apresenta plasticidade quanto a sazonalidade. Para a

densidade estomatica da epiderme abaxial da folha, observou-se superioridade significativa na
estacdo da primavera (397 estdmatos mm2) quando comparado as demais estagdes. A menor
densidade estomatica foi encontrada durante o cultivo de inverno, com aproximadamente 178

estbmatos mm (Figura 2).
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Figura 2. Densidade estomatica da epiderme abaxial de folhas de Aloysia triphylla sob cultivo
em diferentes estacbes do ano. *Médias seguidas pela mesma letra mindscula entre estacfes do

ano ndo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott, a 5% de probabilidade

Durante a primavera, houve condi¢cdes ambientais mais favoraveis no sentido de
promover 0 aumento da densidade estomatica, permitindo maiores trocas gasosas com O
ambiente e a producdo de fotoassimilados. Castro et al. (2009) confirmam que o incremento da
densidade estomatica esta relacionado com a maior capacidade que as plantas tém em absorver
CO- da atmosfera, a fim de aumentar a capacidade fotossintética. A maior densidade estomatica
encontrada na primavera também pode ser justificada em funcao da Aloysia triphylla apresentar
maior crescimento em outubro e atingindo maximo crescimento durante o verdo (Brandt et al.

2008). Com isso, os estdbmatos sdo fundamentais na promocdo das trocas gasosas, sendo que
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elevada densidade estomaética tende a evitar que a fotossintese seja limitada, tornando-se um

importante parametro para avaliar a capacidade de aclimatacdo das plantas em diferentes
condicBes ambientais (Vrablova et al. 2018). No entanto, por se tratar de uma espécie de clima
tropical e subtropical, pode ocorrer a perda de folhas nos periodos mais frios do ano (Paulus et
al. 2013). Isso demonstra que a menor densidade estomatica no inverno, pode estar relacionada
a condicdo ambiental pouco favoravel para o crescimento, visto que nos periodos mais frios as
plantas reduzem o metabolismo e entram em dorméncia.

Geralmente, maior densidade estomatica esta relacionada com a ocorréncia de estdbmatos
de menor tamanho, possibilitando trocas gasosas e melhorando a condutancia estomatica foliar
(Laza et al. 2010). O tamanho dos estdmatos, representa basicamente o tamanho das células-
guarda, sendo que a condutancia estomatica é caracterizada em funcdo do tamanho e da forma
do estdbmato (Schmidt et al. 2017). Com isso, para a morfometria estomatica, a variavel largura
do estdmato foi significativamente superior nas estacfes de inverno e primavera quando

comparadas as demais (13,2 e 12,7 um, respectivamente) (Figura 3).

R Comprimento do estomato - CV =4.69%
7 3 Largura do estdmato - CV=8.21%

ns ns
27 4 ns ns

Medigdes do estomato (pum)

Outono Inverno Primavera Verdo

Estagdes do ano

Figura 3. Comprimento e largura dos estbmatos de folhas de Aloysia triphylla sob cultivo em
diferentes estacdes do ano. *Médias seguidas pela mesma letra minuscula entre estacdes do ano

néo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott, a 5% de probabilidade.
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A presenca de elevada densidade de estdmatos pequenos tende a minimizar a perda de

agua por transpiracdo e promover entrada de carbono para atividade fotossintética, pois quanto
menor o tamanho do estbmato, mais rapidamente ocorre o processo de abertura e fechamento do
ostiolo (Drake et al. 2013, Schmidt et al. 2017). Além disso, a reducdo no tamanho dos estbmatos
tende a promover maior resisténcia & passagem da molécula de &gua para o processo de
transpiracéo, enquanto a molécula de CO2 é capturada normalmente em fungdo de apresentar
menor tamanho e resisténcia de difuséo (Fermino Jr. & Fockink 2017). No presente trabalho, a
maior quantidade de estdmatos de menor tamanho encontrados nas estagdes de outono e veréo,
podem estar relacionados a0 mecanismo de aclimatacdo das plantas, principalmente ao fator
temperatura.

Em contrapartida, a estacdo de inverno apresentou a menor densidade estomatica, no
entanto, com maior largura do estdmato. Isso demonstra que esta estacdo ocorreu menor
formacédo de estdmatos, no entanto, com maior tamanho. A primavera néo diferiu do inverno
para a variavel largura do estdbmato, destacando-se como estacdo favoravel ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, uma vez que além de apresentar elevada densidade estomatica,
também se caracteriza por apresentar estbmatos de maior tamanho. A densidade estomatica
apresenta maior plasticidade, quando comparada ao comprimento e abertura do estdmato
(Richardson et al. 2001), com isso, as plantas aclimatam-se de acordo com as mudancas
ambientais.

A éarea estomatica apresentou resultado semelhante a largura do estbmato, sendo que
nas estacOes do inverno e primavera foram significativamente superiores, com areas de 346 e

340 pum?, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Area estomatica de folhas de Aloysia triphylla sob cultivo em diferentes estacdes do
ano. *Médias seguidas pela mesma letra minuscula entre estacfes do ano ndo diferem entre si

pelo teste de Scott e Knott, a 5% de probabilidade.

Portanto, as plantas possuem capacidade de ajustar as caracteristicas morfolégicas dos
estdmatos, incluindo a morfometria e a densidade, em funcdo da variagcdo das condicOes
ambientais (Pearce et al. 2006). A sazonalidade altera as condi¢des ambientais durante o ano
(temperatura, radiacao solar, fotoperiodo, dentre outras), sendo que no presente estudo, esse
efeito foi o fator que influenciou nas caracteristicas de densidade e morfometria estomética. A
diferenciacdo celular permite modificacOes de caracteristicas morfoldgicas, atuando como um
mecanismo de defesa das plantas contra agentes estressantes (Potters et al. 2007).

As disponibilidades hidricas, com ou sem estresse, ndo influenciaram a densidade e
morfometria estomatica. Resultados contraditorios foram encontrados por Wang et al. (2016),
em estudo avaliando a densidade e tamanho de estdmatos em folhas de trigo (Triticum aestivum)
sob estresse hidrico, no qual observaram maiores densidades estomaticas e menores
comprimentos e largura dos estomatos em plantas bem irrigadas durante todos os estadios de

crescimento. No presente trabalho, provavelmente, as diferentes disponibilidades hidricas ndo
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afetaram a densidade e morfometria estomatica em funcéo da restricdo hidrica iniciar na metade

de cada estacdo, onde os estdmatos estavam diferenciados nas folhas.

Os tricomas glandulares estdo presentes em ambas as epidermes da folha (abaxial e
adaxial), porém, com maior quantidade deste tipo de células especializadas na epiderme
abaxial. Para a densidade de tricomas glandulares houve variagGes quanto & sazonalidade e as
disponibilidades hidricas em que as plantas foram submetidas. Os tricomas glandulares séo
apéndices epidérmicos que desempenham importantes funcBes nas plantas, pois além de
armazenar metabdlitos secundarios, estdo relacionados a mecanismos de defesa das plantas
contra fatores bidticos e também atuam como uma barreira fisica protegendo as plantas contra
fatores de estresse abiotico (Cui et al. 2011, Stratmann & Bequette 2016).

A epiderme abaxial da folha apresentou elevada densidade de tricomas glandulares, com
diferencas na presenca destas estruturas especializadas dependendo da estacdo do ano (Figura
5a). A maior densidade de tricomas glandulares foram observadas nas esta¢des do inverno e
verdo, com médias de 366 a 471 tricomas glandulares mm2, respectivamente. Para 0 outono,
verificou-se a menor densidade (média de 109 tricomas glandulares mm=), ndo sendo
encontrada nenhuma equagéo significativa, demonstrando assim que ndo ocorreu diferenca
significativa entre as disponibilidades hidricas para esta estagcdo. Para o inverno, a curva que
melhor se ajustou foi a quadréatica, sendo que a condicdo de 100% da capacidade de campo
apresentou menor densidade (366 tricomas glandulares mm?). A estacdo de primavera também
se ajustou de forma quadratica, com maior densidade de tricomas glandulares nas
disponibilidades hidricas extremas, ou seja, 25% e 100% da capacidade de campo. Para o verdo,
a curva que melhor se ajustou foi a cibica, em funcéo da disponibilidade hidrica, com maior
densidade de tricomas glandulares para as disponibilidades hidricas de 25% e 75% da

capacidade de campo (Figura 5a).
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Figura 5. Densidade de tricomas glandulares da epiderme abaxial (a) e adaxial (b) de folhas de

Aloysia triphylla sob diferentes disponibilidades hidricas durante as estaces do ano.

Os fatores abidticos, como o efeito da sazonalidade e disponibilidade hidrica,
influenciam sobre a quantidade e qualidade dos componentes dos metabdlitos, assim como nas
caracteristicas e modificacdes morfofisiologicas das plantas, em que células epidérmicas sao
induzidas a se diferenciar em estbmatos ou tricomas, diante das condic¢des de estresse (Bartoli
et al. 2014). Assim sendo, a maior densidade de tricomas glandulares pode indicar condic¢oes
de estresse abidtico ou bidtico em que as plantas estdo submetidas, sendo que o cultivo de
Aloysia triphylla durante as esta¢des de inverno e verdo com baixa disponibilidade hidrica,
indicam uma condicdo desfavoravel para as plantas. Normalmente, estas estacdes apresentam
condigcdes extremas de temperatura e radiacdo. Em funcdo disso, a presenca de maior
quantidade de tricomas glandulares nas folhas fornece protecéo a planta, tanto contra o excesso
de calor como de frio. Além disso, a maior ocorréncia de tricomas glandulares também esta
relacionada a maior producéo de 0leo essencial que geralmente ocorre em condigdes de estresse,
sendo que esse metabdlito secundario precisa ser armazenado nos tricomas glandulares. Maffei

(2010) confirma que a produgdo de metabdlitos secundarios de plantas aromaéticas,
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principalmente terpenoides, sdo armazenados em tricomas glandulares e servem como

estratégia de defesa das plantas.

A epiderme adaxial das folhas apresentou menor densidade de tricomas glandulares
quando comparados a epiderme abaxial, pois a maior média observada nesta porcao foi de 59
tricomas mm na estacdo da primavera em disponibilidade hidrica de 25% da capacidade de
campo (Figura 5b). A estacdo de outono, assim como na epiderme abaxial, ndo apresentou
nenhuma equagé&o significativa. Para a estacdo do verdo, a curva que melhor se ajustou foi a
quadrética, e as menores densidades foram encontradas na disponibilidade hidrica de 50% da
capacidade de campo. No inverno, a linha de tendéncia que melhor se ajustou foi a quadratica,
com maior densidade de tricomas glandulares na disponibilidade hidrica de 75% da capacidade
de campo (55 tricomas glandulares mm-2). A primavera também apresentou resposta quadratica,
porém a densidade de tricomas glandulares foi significativamente superior com 25% da
capacidade de campo (Figura 5b).

Em condi¢cdes de alta temperatura ou baixa disponibilidade hidrica, os tricomas
promovem reducdo da temperatura foliar, favorecendo a manutencéo da assimilacédo de CO> e
consequentemente a aclimatacdo das plantas aquelas condi¢des (Ehleringer & Mooney 1978).
Este fato pode explicar a maior ocorréncia de tricomas glandulares nas folhas durante as estagdes
com temperaturas mais elevadas, como a primavera e verdo. Porém, durante estas estacoes,
observou-se que em baixa disponibilidade hidrica (e alta no verdo) houve a maior quantidade de
tricomas glandulares, o que comprova um mecanismo de aclimatacéo das plantas para tolerar as

condi¢Oes desfavoraveis de ambiente, como sazonalidade e disponibilidade hidrica.

4.6 CONCLUSAO
Conclui-se que na estagdo da primavera ocorre a maior densidade estomética. No

inverno e primavera os estdmatos apresentam maior largura e, consequentemente maior area
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estomética. E nas estagBes de inverno e verdo, sob baixas disponibilidades hidricas ocorre

aumento da densidade de tricomas glandulares.
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5 ARTIGO 3 - RENDIMENTO, TEOR E CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO
ESSENCIAL DE Aloysia triphylla EM FUNCAO DA DISPONIBILIDADE HIDRICA E
SAZONALIDADE

Formatado para o periddico: Revista Brasileira de Plantas Medicinais.
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Rendimento, teor e caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Aloysia triphylla em
funcédo da disponibilidade hidrica e sazonalidade

5.1 RESUMO: A produc¢éo e o acumulo de metabolitos secundarios de plantas aromaticas
séo influenciados por diversos fatores ambientais. Diante disso, o objetivo do estudo foi
avaliar o rendimento, teor e composicdo quimica do 6leo essencial de Aloysia triphylla
submetidas a diferentes disponibilidades hidrica e a sazonalidade. O experimento foi
conduzido em ambiente protegido na Universidade Federal de Santa Maria, Campus
Frederico Westphalen, em delineamento experimental de blocos casualizados, em
esquema fatorial 4x4, com quatro blocos de quatro plantas. Foram testadas quatro
disponibilidades hidricas, sendo 25%, 50%, 75% e 100% da capacidade de campo durante
as estagcbes de outono, inverno, primavera e verdo. Ao final de cada estagcdo foram
avaliados o rendimento, teor e composi¢ao quimica do 6leo essencial presentes nas folhas
da espécie. Observou-se que o teor de 6leo essencial foi superior no inverno com baixa
disponibilidade hidrica, enquanto maior rendimento se obteve na primavera com as maiores
disponibilidades hidricas. A composi¢cdo quimica do 6leo foi afetada em funcdo dos
diferentes tratamentos, sendo que na estacdo de verdo houve maior quantidade de
constituintes. Conclui-se que o cultivo no inverno com baixa disponibilidade hidrica aumenta
a concentracdo de citral. Na primavera em todas as disponibilidades hidricas e no verao
com 50%, 75% e 100% da capacidade de campo aumentam a concentracao de limoneno.
As condi¢cdes meteoroldgicas do verdo associadas com disponibilidade hidrica de 25% da
capacidade de campo aumentam a concentracdo de 6xido de cariofileno e espatulenol.

Palavras chave: Cidro, estacdo do ano, citral, plantas aromaticas.

5.2 ABSTRACT: Yield, content and characterization composition of Aloysia triphylla
essential oil due to water availability and seasonality. The production and accumulation
of secondary metabolites of aromatic plants are influenced by several environmental factors.
The objective of this study was to evaluate the yield, content and chemical composition of
the essential oil of Aloysia triphylla submitted to different water availability and seasonality.
The experiment was conducted in a protected environment at the Federal University of
Santa Maria, Frederico Westphalen Campus, in a randomized complete block design, in a
4x4 factorial scheme, with four blocks of four plants. Four water supplies were tested, being
25%, 50%, 75% and 100% of the field capacity during the autumn, winter, spring and
summer seasons. At the end of each season the yield, content and chemical composition of
the essential oil present in the leaves of the species were evaluated. It was observed that
the essential oil content was higher in winter with low water availability, while higher yield
was obtained in the spring with the greatest water availability. The chemical composition of
the oil was affected as a function of the different treatments, and the summer had a greater
amount of constituents. It was concluded that winter cultivation with low water availability
increases citral concentration. In the spring in all water supplies and in summer with 50%,
75% and 100% of field capacity increase the concentration of limonene. Summer weather
conditions associated with water availability of 25% of the field capacity increase the
concentration of caryophyllene oxide and spatulenol.

Keywords: Cidré, season, citral, aromatic plants.
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5.3 INTRODUCAO

A Aloysia triphylla L. € uma erva adstringente, com propriedades aromaticas e rica
em Oleo volatil, que age como sedativo brando. Seu componente quimico de maior
interesse € o citral, substancia que confere grande importancia as industrias farmacéuticas
e cosméticas (Rojas et al., 2012). Outros constituintes importantes do 6leo essencial sdo
limoneno, citronelol, geraniol, alfa e beta pineno, entre outros (Lorenzi & Matos, 2008). Além
disso, o Oleo essencial com seus constituintes ativos, apresentam comprovadas
propriedades anestésicas, antibacterianas e atividades antioxidantes (Parodi et al., 2013;
Gressler et al., 2014; Parodi et al., 2014).

Os metabdlitos secundarios apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular e
diferentes atividades bioldgicas e geralmente estdo presentes em baixas concentragdes nas
plantas (Morais, 2012). Os Oleos essenciais sdo metabdlitos secundarios que se
caracterizam por apresentar aparéncia liquida oleosa, odor caracteristico, volatilidade e
solubilidade limitada em agua (Asbahani et al., 2015). Esses metabdlitos geralmente estédo
associados a funcdes ecoldgicas na planta, empregado como mecanismo de defesa contra
agentes externos como pragas e doencas. No entanto, também desempenham funcao de
protecdo contra estresses abiodticos, modificando o teor e a composicdo quimica dos
compostos volateis em funcéo de fatores fisiol6gicos, fitotécnicos e ambientais, podendo-se
destacar temperatura, radiacéo solar, disponibilidade hidrica, nutrientes, umidade relativa do
ar e sazonalidade (Botrel et al., 2010; Brandt et al., 2009; Meira et al., 2013). Portanto, os
fatores ambientais, como estresse hidrico, afetam o metabolismo das plantas e por
consequéncia alteram o rendimento e a composicdo quimica dos Oleos essenciais
produzidos pelas plantas aromaticas (Petropoulos et al., 2008; Ghassemi-Golezani et al.,
2018).

A disponibilidade hidrica é um dos fatores ambientais que mais exerce influéncia

sobre a producao agricola e, contudo, pode influenciar a producao de dleo essencial. Em



71
condi¢cdes de baixa disponibilidade de agua no solo, varios processos metabdlicos nas

plantas séo influenciados, como o fechamento estomatico e o acumulo de solutos e
antioxidantes, resultando em maior concentracdo de metabdlitos secundérios, além da
expressdo de genes especificos de estresse (Meira et al., 2013). Por outro lado, plantas
sob alta disponibilidade hidrica podem compensar o baixo teor de principios ativos com
maior producdo de biomassa, o que resulta em maior rendimento final de principios ativos
por unidade de area (Meira et al.,, 2013). No entanto, a deficiéncia hidrica tem se
apresentado como forma de manejo para proporcionar maior acimulo de componentes de
interesse de espécies medicinais e aromaticas (Pravuschi et al., 2010).

O efeito da sazonalidade também provoca alteracbes na composi¢ado quimica e no
teor do Oleo essencial de plantas arométicas, porque os constituintes ativos variam durante
o ano em funcéo das caracteristicas de cada estacao (Morais, 2009; Paulus et al., 2013).
O que se deseja no momento de colheita das plantas aromaticas é que elas alcancem
elevada producao de fitomassa associada com a presenca de alto teor de 6leo essencial
ou determinado componente quimico (Bezerra et al., 2008). Porém, muitas vezes a época
de maior producdo de 6leo essencial pode nao coincidir com a mesma época de producédo
de algum componente de interesse do 6leo essencial ou de maior producéo de fitomassa
das plantas (Silva, 2005).

Varios trabalhos demonstram que os constituintes ativos do 6leo essencial de plantas
aromaticas apresentam variagcdes durante o ano. Por exemplo, Silva et al. (2006) obtiveram
em erva-cidreira, maior teor de 6leo essencial no verdo e maior teor dos componentes
principais durante o inverno, demonstrando que existe variacdes entre as estacdes do ano.
Variacdes no rendimento e/ou na composi¢cao quimica do 6leo essencial em fungédo das
estacbes do ano também foram observados em Ocimum gratissimum, Nectandra
megapotamica, Hesperozygis ringens e Aloysia triphylla (Amaral et al., 2015; Freire et al.,

2006; Pinheiro et al., 2016; Schwerz et al., 2015). Porém, diante da caréncia de informacdes
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sobre 0 desempenho da Aloysia triphylla em resposta a determinados fatores ambientais,

0 presente estudo teve como objetivo avaliar o teor, rendimento e a composi¢ao quimica
do Oleo essencial de folhas de Aloysia triphylla submetidas a diferentes disponibilidades

hidricas e a sazonalidade.

5.4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido em ambiente protegido, na area experimental da
Universidade Federal de Santa Maria, Campus Frederico Westphalen, situado a 27° 23’ S,
53° 25" O e 493 m de altitude, no periodo de agosto de 2015 a margo de 2017. Pela
classificacdo de Koppen, o clima da regido € do tipo Cfa - temperado umido com verdo
quente, com temperaturas maximas do ar nos meses mais quentes maiores que 22 °C
(Alvares et al., 2013).

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados, em esquema
fatorial 4x4, com quatro blocos, sendo cada bloco composto por quatro plantas. Os quatro
niveis de disponibilidade hidrica testadas foram 25%, 50%, 75% e 100% da capacidade de
campo durante o cultivo nas esta¢gbes de outono, inverno, primavera e verao. No entanto,
para a caracterizacdo da composi¢cao quimica utilizou-se esquema fatorial 4x3, sendo as
mesmas disponibilidades hidricas, porém, sem a estacao de outono.

As mudas de Aloysia triphylla foram propagadas vegetativamente pelo método da
miniestaquia e mantidas sobre bancada com subirrigacdo constante, na forma de lamina
de agua, sendo os turnos de rega controlados por temporizador, com 15 minutos ligados e
60 minutos desligados. Apos 13 dias de irrigacéo, foi acrescida a agua 25% de solucao
nutritiva indicada por Furlani (2009). Apos 68 dias, as miniestacas foram transplantadas
para vasos de cinco litros contendo substrato comercial, para a perfeita formacao das

mudas, durante mais 84 dias.
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Para a condugéo do experimento, mudas de 152 dias foram transplantadas para

vasos de capacidade de 14,3 litros, preenchidos com uma fina camada de brita (3 kg) e
uma mistura solo peneirado + 10% de esterco bovino curtido). Para evitar perda excessiva
de &gua pelo processo de evaporacgdo, foram adicionados bagac¢o de cana-de-aglcar na
proporcdo de 100 gramas em cada vaso, com a finalidade de formar uma cobertura sobre
o0 solo. Para promover a maior reflexdo e menor absorgao da radiagéo solar, os vasos foram
pintados de branco na parte exterior, para evitar o superaquecimento e a perda excessiva
de agua pelo processo de evaporacéao do solo.

A restricao hidrica iniciou aos 45 dias antes da coleta das folhas para avaliacéo, ou
seja, a partir do periodo que corresponde a metade de cada estagcdo. Antes do inicio da
restricdo hidrica, todas as plantas foram irrigadas com 100% da capacidade de campo. O
manejo hidrico foi baseado na umidade do vaso com solo, determinado pelo método de
pesagem, através da pesagem diaria dos vasos, com auxilio de balanca digital com
capacidade maxima de 40 kg. A reposicao da agua evapotranspirada foi realizada sempre
gue a variacao entre a massa inicial do vaso e a massa obtida no dia da avaliagao tornava-
se igual ou superior a 2%. Assim sendo, a diferenca entre as massas correspondia a
guantidade de éagua a ser completada, assumindo que a agua apresenta relacdo
massa/volume 1:1.

Ao final de cada estacdo, o Oleo essencial foi extraido de folhas frescas por
hidrodestilacdo, em aparelho de Clevenger modificado durante 3 horas apoés o inicio da
fervura. Para a extracdo, foram utilizadas amostras compostas, em que a massa fresca de
folhnas variou de acordo com a disponibilidade de folhas, em funcdo das diferentes
disponibilidades hidricas e da sazonalidade que as plantas estavam expostas. Para isso,
foi necessario juntar duas repeticbes para cada tratamento, totalizando aproximadamente
oito plantas e colhidas no inicio da manha de cada dia de coleta. As avaliagdes consistiram

no rendimento, teor e caracterizacdo da composicdo quimica do o6leo essencial. O
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rendimento do 6leo foi determinado em funcao da massa fresca total das folhas e estimado

o rendimento por hectare (kg hat), levando-se em consideracdo uma populacédo de 12500
plantas por hectare (0,8 x 1,0 m). O teor do 6leo essencial foi determinado a partir da relacéo
entre massa do 6leo e massa fresca de folhas (EqQ. 1), expresso em porcentagem.

T(%) = [Massa do Oleo (g) / Massa fresca de folhas (g)] x 100 (Eq.1)

No entanto, pela presenca de pouco material vegetal para extracao do 6leo essencial
durante o cultivo de inverno, houve necessidade de juntar todos os blocos com o mesmo
tratamento para obter material representativo para extracdo. Desta forma, os resultados de
rendimento e teor desta estacdo foram apenas apresentados em gréficos, sem analise
estatistica.

A identificacdo dos componentes quimicos do 6leo essencial foi determinada através
de analise cromatografica. O 6leo essencial extraido foi acondicionado em frascos escuros
e mantidos em freezer, para posterior envio ao Laboratério de Extrativos Vegetais,
pertencente a Universidade Federal de Santa Maria, onde se procederam as analises
cromatograficas.

A analise por GC-MS TIC foi realizada usando cromatografo a gas Agilent 6890
acoplado com um detector seletivo de massa Agilent 5973, sob as seguintes condigdes:
coluna HP5-MS (5% - fenil — 95% - metylsiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm); EIMS: 70
Ev. Condic¢des de funcionamento: divisédo de fluxo 1:100; programa de temperatura, 40-260
°C; 40 °C durante 4 min; rampa, 4 °C/min; gas carregador He; 1 MI/min de fluxo; temperatura
do injetor e detector, 220 °C; temperatura interface de 250 °C.

Os constituintes dos o6leos foram identificados com base no indice de retencéo (IR)
e dos modelos de fragmentacéo de espectro de massas, em comparac¢ao com os dados da
literatura (NIST, 2018). A concentragédo dos constituintes foi calculada usando a area total

dos seus picos, relacionada com a area total de todos os constituintes da amostra, obtido
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por analise utilizando cromatografia de gas, com detector de ionizacdo de chama (DIC),

sendo o resultado expresso em porcentagem.

Para o teor e rendimento do 6leo essencial, os dados foram submetidos a analise de
variancia e quando significativos, realizou-se andlise de regresséo para o fator disponibilidade
hidrica e comparacéo de médias para o fator sazonalidade, pelo teste de Scott e Knott, a 5%
de probabilidade, utilizando o programa estatistico Genes (Cruz, 2013). Os componentes
quimicos identificados no 6leo essencial foram apenas caracterizados, sendo as
percentagens apresentadas em Tabela e andlises complementares de Heatmap e de
componentes principais (Score plot e loading plot) foram realizadas pelo software

MetaboAnalyst 4.0.

5.5 RESULTADOS

Os resultados da andlise de variancia demonstraram que as variaveis teor e
rendimento de Oleo essencial apresentaram interacdo significativa entre os fatores
disponibilidade hidrica x sazonalidade, pelo teste F (p<0,05). O teor, rendimento e
composicdo quimica do Oleo essencial das plantas de Aloysia triphylla apresentaram
variagbes em funcdo das diferentes disponibilidades hidrica e da sazonalidade. Para a
variavel teor de 6leo essencial observou-se que o inverno apresentou reducao do teor em
funcdo do aumento da disponibilidade hidrica, atingindo 0,99%, 0,75% e 0,65% nas
condicBes de 25%, 50% e 75% da capacidade de campo, respectivamente (Figura 1). Para
a estacao de verdo, houve resposta quadratica, sendo que a disponibilidade hidrica de 25%
e 100% da capacidade de campo apresentaram os maiores teores de 0leo (0,60% e 0,65%,
respectivamente). Para as demais estacdes (outono e primavera), nenhuma equacéao de
regressao foi significativa (p>0,05), demonstrando que a disponibilidade hidrica ndo afetou

o teor de Oleo essencial das plantas.



76

1.3 - ® Outono
O Inverno
1.2 4 v Primavera
A Verdo y =0.0001x% - 0.0124x + 0.83 R?*= 0.9280
1.1
£ 1.0 o
=
S 09
[72]
8
S 0.8
S o
3 0.7 H
g (@] .‘/-A
s 0.6 A\ ° /»_/
0.5 ’ \\\1 e S s
AT Y
0.4
0.3 T T T .
0 25 50 75 100

Disponibilidade hidrica
(% da capacidade de campo)

FIGURA 1. Teor de Oleo essencial (%) de Aloysia triphylla submetidas a diferentes

condicdes de disponibilidade hidrica e sazonalidade.

Para o rendimento de 6leo essencial observou-se que para todas as estagdes,
conforme equacdes de regressédo, houve resposta linear crescente em funcdo do aumento
da disponibilidade hidrica, com superioridade na primavera, seguida pela estacdo do verao
(Figura 2). Para primavera e verdo, os maiores rendimentos de 6leo essencial foram
encontrados com 100% da capacidade de campo (4,93 e 3,70 kg ha, respectivamente).
Para o outono os rendimentos foram bem inferiores atingindo a maior média com 100% da

capacidade de campo (1,90 kg hat).
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FIGURA 2. Rendimento de 6leo essencial (kg ha') de Aloysia triphylla submetidas a

diferentes condi¢cbes de disponibilidade hidrica e sazonalidade.
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Para a caracterizacdo quimica do 6leo essencial, observou-se que houve grande

variagdo dos componentes em funcdo das diferentes disponibilidades hidrica durante o
cultivo no inverno, primavera e verdo. Os componentes caracterizados foram 6-metil-5-
hepten-2-ona, B-pineno, Limoneno, Z-ocimeno; Linalool; cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol; E-
Pinocarveol; 2-pineno-4-ol; Z-sabinol; 2-pineno-10-ol; Ciclohexano; Dihydrocarveol; E-
Carveol; Carveol; a-terpineol; Z-geraniol; 3-citronellol; Z-carveol; 3-citral; Carvone; E-geraniol,
a-citral; Acetato de geraniol; Acetato de nerol; B-bourbonene; a-cedreneo; B-cariofileno; B-
cubebeno; a-cariofileno; Aromadendreno; a-curcumeno; Valencene; o-farnesene; a-
longipinene; a-zingiberene; y-cadineno; &-cadineno; (-cadineno; Nerolidol; Espatulenol;
Oxido de cariofileno; a-santalol; 8-cadinol; a-cadinol e Cedr-8-en-13-ol (Tabela 1).

Os resultados apresentaram que no inverno foi possivel caracterizar menor
guantidade de componentes no 6leo essencial, quando comparado com a primavera e
verdo. O verdo foi a estacdo que mais apresentou componentes no 6leo, porém, para todas
as estac6es houve modificacbes nas concentragdes em funcéo da disponibilidade hidrica.
Os componentes com maiores concentracdes identificados foram o a-citral e B-citral em
todas as estagles, limoneno para as estacdes de primavera e verdo e 6xido de cariofileno
no verdo. No inverno houve maior concentracdo de a-citral e B-citral, na condicdo de 25%
da capacidade de campo (47,96% e 33,73%, respectivamente). No entanto, para a mesma
condicao houve aumento na concentracéo de limoneno (7,86%), sendo que com o aumento

da disponibilidade hidrica teve-se reducéo na concentracao desse constituinte (Tabela 1).
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TABELA 1. Porcentagem dos componentes quimicos do 6leo essencial de Aloysia triphylla

submetidos a diferentes disponibilidades hidricas durante as estagbes de inverno,

primavera e verao.

Componente Inverno Primavera Verao *IK
25 50 75 100 25 50 75 100 25 50 75 100 IKcac IKtab
6-metil-5-hepten-2-ona - 0,32 - 0,65 | 067 162 214 211 - 0,15 0,19 0,18 | 984 984
B-pineno - - - - - 0,17 0,26 - - - 0,11 - 988 988
Limoneno 786 3,28 282 2,22 |18,75 16,32 15,08 15,94| 1,73 11,39 13,94 11,47|1027 1027
Z-ocimeno - 0,27 - - 1,13 154 1,44 0,78 - 0,18 0,28 0,18 | 1046 1045
Linalool - 0,39 - 0,20 | 0,12 0,26 052 0,34 | 0,15 0,20 0,28 0,27 [1098 1098
cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol - - - - - - - - 0,20 0,24 0,09 - 1120 1122
E-pinocarveol - - - - - - - - 0,60 0,47 0,55 0,41 |1135 1135
2-pineno-4-ol - - - - - - - - 0,05 0,34 0,45 0,40 |1147 1145
Z-sabinol - 0,88 - - - - - - - - - - 1161 1170
2-pineno-10-ol - - - - - - - - - 0,18 0,09 - 1160 1152
Ciclohexano - - 141 061021 054 08 043|010 0,32 055 0,55 [1179 1171
Dihydrocarveol - - - - - - - - 0,09 0,30 0,43 - 1192 1192
E-carveol - - - - - - - - 0,24 0,24 0,20 0,11 |1197 1196
Carveol - - - - - - - - 053 0,49 0,36 0,43 |1217 1225
a-terpineol - - - - - - - - 0,60 0,61 0,11 0,13 |1223 1223
Z-geraniol - 0,78 - 0,32 | 0,52 2,09 1,04 0,69 - - 0,08 0,39 | 1222 1225
B-citronellol - - - - - 1,11 - - - - - - 1225 1226
Z-carveol - - - - - - - - 0,55 0,07 - 0,06 | 1230 1230
B-citral 33,73 30,41 31,74 30,21|24,19 18,29 19,89 24,06|10,41 17,90 20,76 23,69|1238 1238
Carvone - - - - - - - - 1,00 0,95 0,68 0,54 |1242 1242
E-geraniol - 1,22 - 081239 333 152 151 | 6,15 0,77 0,46 0,48 |1249 1254
a-citral 47,96 38,80 41,01 40,42(31,20 23,12 24,85 32,64 |15,17 24,12 26,74 30,94| 1268 1270
Acetato de geraniol - 0,31 0,22 3,39 | 224 3,04 322 2,07 - - - - 1357 1357
Acetato de nerol 2,78 509 486 1,32 - 0,08 0,10 0,06 | 1,72 191 2,19 2,28 |1376 1375
B-bourbonene - - - - - - - - 0,25 0,22 0,12 - 1382 1382
a-cedreneo - 0,16 - - - - - - 0,44 0,33 0,35 0,19 |1418 1418
B-cariofileno 0,20 329 305 266|634 8,73 873 724|263 3,14 3,80 3,37 |1418 1418
B-cubebeno - - - - - - - - 0,21 - - - 1423 1426
a-cariofileno - - - - - 0,19 0,08 - 0,05 - - 0,05 | 1454 1454
Aromadendreno - - - - - - - - 0,22 - - - 1458 1460
a-curcumeno 146 363 354 438|353 508 524 322|461 343 3,79 3,36 |1480 1480
Valencene - - - - - - - - 0,34 0,52 0,78 0,52 | 1494 1494
a-farnesene - - - - 1,78 3,04 3,31 1,37 - - - - 1494 1496
a-longipinene - - - - - - - 0,47 - - - - 1508 1505
a-zingiberene - 0,38 - - 0,58 1,05 1,25 - 0,20 0,30 0,49 0,38 |1508 1508
y-cadineno - - - - - 0,11 - - 0,49 0,34 0,36 0,29 |1512 1511
o-cadineno - - - - - - - - 0,18 0,05 - - 1516 1516
B-cadineno - - - - - 0,07 - - 0,07 - - - 1516 1518
Nerolidol - 0,38 - 0,40 - - 0,08 0,09 | 0,27 0,11 - - 1559 1558
Espatulenol 1,35 3,19 283 390|192 248 236 1,31 (990 499 343 290 (1575 1575
Oxido de cariofileno 342 354 338 5,76 | 4,03 536 4,79 3,56 30,99 17,57 11,28 10,35| 1580 1580
a-santalol - - - - - - - - - - - 0,11 | 1636 1643
O-cadinol 0,21 0,77 062 099|059 180 1,88 1,04 | 466 2,67 2,17 1,96 |1640 1640
a-cadinol - - - - - - - - 3,33 1,46 0,92 0,73 |1654 1654
Cedr-8-en-13-ol - - - - - - - - 2,27 0,94 0,27 - 1668 1668
Total médio das amostras | ga o7 g7 10 97,19 98,22|98,84 99,59 98,81 98,92 |95.70 97,03 96,30 96,76
identificadas (%)
Porcentagem de
Monoterpenos (%) 92,32 81,75 83,77 80,13|80,22 71,68 71,08 80,62|34,51 61,00 68,53 72,56
Porcentage de
Sesquiterpenos (%) 6,65 15,35 13,42 18,09|18,62 27,91 27,72 13,30|61,19 36,03 27,77 24,20

*IK: indice de Kovats; IKcac: indice de Kovats calculado; IKtas: Indice de Kovats tabelado; - : Componente ndo detectado.
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Para a primavera, as maiores concentracdes dos componentes foram encontradas

com a-citral em 100% da capacidade de campo (32,64%) e B-citral com 25% da capacidade
de campo (24,19%). Além disso, a estacdo promoveu as maiores concentracdes de
limoneno em 25% da capacidade campo (18,75%) e B-cariofileno em condi¢fes hidricas de
50% e 75% da capacidade de campo (8,73%), quando comparado com as outras estacoes.
No verdo, observou-se elevada concentracdo de Oxido de cariofileno em 25% de
disponibilidade hidrica (30,99%), sendo que para a-citral e 3-citral houve incremento da
concentracdo em disponibilidade hidrica de 100% da capacidade de campo (30,94% e
23,69%, respectivamente). Além do mais, outro componente que se pode destacar para
essa estacao € o limoneno, que apresentou maior concentracdo em 75% da capacidade de
campo (13,94%), porém, apenas 1,73% em disponibilidade hidrica de 25% da capacidade
de campo (Tabela 1).

A visualizacdo intuitiva da concentracdo de cada componente é fornecida pelo
Heatmap, sendo esta ferramenta bastante Gtil para identificar as condicbes em que 0s
componentes quimicos do 6leo essencial sdo altos ou baixos. Com isso, 0 Heatmap gera
uma escala que permite identificar a disponibilidade hidrica e a estacédo do ano que favorece
0 aumento de determinado componente quimico do 6leo essencial, sendo que quanto mais
escuro maior é a concentracdo do componente (Figura 3). Por exemplo, observou-se que
0 verdo com 25% da disponibilidade hidrica possibilitou maior concentracao de Z-carveol,
E-geraniol, B-bourbonene, d-cadineno, espatulenol, 6xido de cariofileno, &-cadinol e Cedr-
8-en-13-o0l. No entanto, para essa condi¢cao se observa que o a-citral e B-citral ndo possuem
concentracdo muito elevada, em funcdo da célula apresentar coloragcéo clara. Para a-
cariofileno e Z-geraniol, observou-se que a primavera com 50% da capacidade de campo
representou maior coloracdo. Para a-citral e B-citral, que sdo componentes majoritarios da
Aloysia triphylla e identificados em todas as amostras, observou-se que a escala de cinza

permitiu menor distincdo de contraste, porém, com coloracdo mais escura no inverno com
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25% da capacidade de campo. Além disso, para o limoneno observou-se que a primavera

apresentou maior coloracao escura as demais, com destaque para a disponibilidade hidrica
de 25% da capacidade de campo, facilitando a visualizacdo da concentracdo de cada

componente em relacdo a cada tratamento (Figura 3).
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FIGURA 3. Heatmap dos componentes quimicos do 6leo essencial de Aloysia triphylla

submetidos a diferentes disponibilidades hidricas durante as estacdes de inverno,

primavera e verao.

A andlise de componentes principais demonstraram a formacdo de trés grupos,
correspondentes a cada estacdo, sendo que o maior grupo foi de verdo (Figura 4A). Os

pontos com disponibilidade hidrica de 25% da capacidade de campo no verdo, 50% na
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primavera e 25% no inverno foram os que mais se distanciaram dos demais. Os

componentes principais explicaram 94,6% do total de variagdo, indicando que o0s

componentes do Oleo essencial nas diferentes estacdes e disponibilidades hidricas séo

diferentes quimicamente, assim como observado na Tabela 1.
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FIGURA 4. Score plot (A) e loading plot (B) da analise de componentes principais derivados
da analise metabolémica néo direcionada dos componentes de 6leo essencial obtidos em

diferentes disponibilidades hidricas durante o inverno, primavera e verao.

Para a anélise metabolémica ndo-direcionada realizada com a finalidade de verificar
a associacao dos componentes com a disponibilidade hidrica, observou-se que alguns
componentes se direcionaram para cada grupo das estacdes e disponibilidades hidricas
(Figura 4B). Os componentes majoritarios a-citral e B-citral apresentaram maior localizagéo
em direcdo ao inverno com baixas disponibilidades hidricas. Da mesma forma, no veréo o
espatulenol e oxido de cariofileno também se direcionaram para as condi¢bes de baixas
disponibilidades hidricas. Para o grupo da primavera, observou-se maior direcionamento

dos componentes limoneno e [-cariofileno, concordando com as percentagens dos
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componentes encontrados em cada estacdo e disponibilidade hidrica. Os demais

componentes encontrados, ficaram localizados no centro do loading plot (Figura 4B).

5.6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a disponibilidade hidrica e a sazonalidade
afetam diretamente o rendimento, teor e também modificam a composi¢ao quimica do 6leo
essencial de Aloysia triphylla. Observou-se que a esta¢cdo que promove maior rendimento,
ndo é a mesma que apresenta maior teor de 6leo. Além disso, para cada condi¢cdo em que
as plantas estavam expostas, a concentracdo e os componentes caracterizados no 6leo
essencial foram modificadas.

O teor de 6leo essencial € uma das principais varidveis a ser avaliada quando se
trabalha com espécies aromaticas (Schwerz et al., 2015), pois representa porcentagem de
Oleo essencial presente em determinada quantidade de folhas. A baixa disponibilidade
hidrica durante o cultivo no inverno apresentou maior teor de 6leo essencial, enquanto que
o rendimento foi maior durante a primavera com disponibilidade hidrica préxima da
capacidade de campo, justificado em funcdo da estagéo proporcionar maior producao de
fitomassa.

As diferencas no teor de 6leo essencial durante o ano ocorrem em fungdo dos
elementos meteorolégicos, principalmente temperatura e radiacdo (Paulus et al., 2013).
Com isso, os maiores teores de 0Oleo essencial obtidos no inverno, sdo provenientes de
estresse gerados pelas baixas temperaturas e intensidade luminosa. Além disso, em
diversos casos, 0 estresse hidrico proporciona resposta positiva para acumular metabolitos
secundarios em plantas medicinais e aromaticas, além de alterar a composi¢cao quimica do
Oleo essencial conforme também constatado por Khorasaninejad et al. (2011); Nowak et al.
(2012) e Pravuchi et al. (2010). Essas afirmagdes confirmam os resultados obtidos, pois no

inverno conforme foi reduzindo a disponibilidade hidrica ocorreu aumento no teor do 6leo
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essencial e as variagbes meteoroldgicas afetaram tanto o teor como a composicao quimica

do éleo essencial. O aumento do teor de 6leo essencial sob baixa disponibilidade hidrica,
pode ser justificado pela reduc¢éo de absorcdo de CO2 em fun¢éo do fechamento estomatico,
reduzindo sua fixagéo e gerando excedente de NADPH que acabam produzindo compostos
reduzidos (Selmar & Kleinwachter, 2013). Da mesma forma, o fechamento estomético e a
baixa fixacdo de carbono podem justificar, 0 maior teor de 6leo essencial encontrado no
inverno.

O estresse térmico por baixas temperatura normalmente € mais estressante que por
calor, pois reduz a velocidade das reac¢des quimicas, reduzindo a energia metabdlica
disponivel, além de restringir a absorcdo de agua e nutrientes e, consequentemente,
interromper o0 crescimento. A baixa temperatura promove parada da corrente
citoplasmatica, seguida pelo impedimento do processo fotossintético e destruicdo das
clorofilas por fotooxidagdo (Larcher, 2000). Diante disso, com baixas temperaturas,
associado ao estresse hidrico, as plantas tendem a produzir outros compostos a partir do
metabolismo secundario, gerando maior producao de 6leo essencial. Quanto menor for a
temperatura e maior a duracdo do estresse, maior sera a injaria.

Os fatores ambientais atuam diretamente sobre a fotossintese e respiracéo,
influenciando indiretamente na producédo de metabdlitos secundarios (Lima et al., 2016). A
intensidade luminosa, por exemplo, pode alterar a producéo de 6leo essencial em funcao
da ativacdo de enzimas fotossensiveis envolvidas na rota do acido mevalbnico, precursor
dos terpenos que sdo constituintes quimicos dos 6leos essenciais (Souza et al., 2011).
Alguns trabalhos demonstram que existe uma tendéncia de ocorrer reducdo no teor de 6leo
essencial em relacdo ao longo do dia, ou seja, conforme aumenta a intensidade luminosa
ocorre reducdo do teor de Oleo (Santos et al., 2009). A menor intensidade luminosa

caracteristica da estacéo do inverno também pode justificar o maior teor de 6leo essencial
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encontrado nesta estagcao, em funcao da baixa intensidade luminosa néao afetar as enzimas

e, consequentemente influenciar sobre os componentes quimicos do 6leo essencial.

Em estudo com Aloysia triphylla, Schwerz et al (2015) observaram maior teor de 6leo
essencial no cultivo de inverno e verdo com maiores disponibilidades hidricas, com valores
médios de 0,56% e 0,53%, respectivamente. Botrel et al. (2010) em estudo com Hyptis
marrubioibes, observaram maior teor de 6leo essencial durante cultivo no verdo. De
maneira parcialmente semelhante, no presente estudo foram obtidos maiores teores de
6leo essencial no inverno, porém, com menores disponibilidades hidricas (0,99% em 25%
da capacidade de campo). No veréo, o teor foi superior as demais estacbes somente na
disponibilidade hidrica de 100% da capacidade de campo, com teor aproximadamente de
0,65%, corroborando com os resultados encontrados pelos autores citados acima.

O rendimento de 6leo essencial aumentou em funcdo da maior disponibilidade
hidrica, com destaque para o cultivo nas estacfes de primavera e verao. Possivelmente, o
maior rendimento de 6leo essencial nestas estacdes estdo relacionados com a fitomassa
produzida nesses periodos, pois a Aloysia triphylla é uma planta de clima tropical e
subtropical e tende a perder suas folhas nos meses mais frios do ano (final de outono),
podendo perder todas as folhas em caso de ocorréncia de geadas (Paulus et al., 2013). De
maneira semelhante aos resultados encontrados no presente estudo, Prochnow et al.
(2017), encontraram maior rendimento de 6leo essencial no verdo em todos os periodos de
déficit hidrico, com média de 27,54 kg ha! para essa estagdo. No entanto, no presente
estudo o maior rendimento foi de apenas 4,93 kg ha! para a estacdo de primavera com
disponibilidade hidrica de 100% da capacidade de campo.

A estacdo de verdo possibilitou caracterizar maior quantidade de componentes
guimicos, enquanto que menores foram encontrados no inverno. O citral € o componente
majoritario do 6leo essencial de Aloysia triphylla e que apresenta maior interesse pela

industria sendo constituido basicamente pela mistura dos isbmeros a-citral e B-citral (Rojas
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et al., 2012). O inverno e a primavera foram as estacdes que apresentaram condi¢des para

acumular maiores concentracbes desse componente. Esses resultados ndo estdo de
acordo com Prochnow et al. (2017) que encontraram maiores concentragdes de citral no
Oleo essencial de Aloysia triphylla nas estagdes de outono e verao, atingindo valores totais
de 56% do componente. Da mesma forma, Paulus et al. (2013) avaliando a composi¢ao do
Oleo essencial da mesma espécie durante todos os meses do ano, encontraram maiores
concentracbes de a-citral e B-citral nos meses de janeiro e marco (verdo), com
concentragéo total em torno de 66% de citral. No entanto, as concentragbes encontradas
no presente estudo ficaram préximas dos autores citados acima, sendo de 73,57%; 49,56%
e 42,43% para inverno, primavera e verao, respectivamente.

Os Oleos essenciais sdo metabdlitos secundarios que conferem odor caracteristico
para cada espécie, sendo que 0os componentes quimicos sdo derivados de compostos
terpénicos, como monoterpenos, sesquiterpenos e fenipropanoides (Miranda et al., 2016).
Os monoterpenos sdo caracterizados por moléculas menores e de baixa densidade,
facilitando a volatilizacdo, podendo atuar como atrativo para polinizadores (Amaral et.,
2015). Como observado nos resultados, a porcentagem de monoterpenos foi superior em
todas as estacdes e disponibilidades hidricas, exceto, para 25% da capacidade de campo
no verdo, onde houve maior proporcdo de sesquiterpenos. No entanto, a maior
porcentagem de monoterpenos foram encontrados no inverno, possivelmente em funcao
das maiores concentracdes de a-citral e B-citral obtidas nessa estacdo. Esses dois
componentes sao determinantes da qualidade do 6leo essencial para comercializacéo,
enquanto que também € necessario baixa porcentagem de Z-geraniol e E-geraniol
(Tabatabaie e Nazari, 2007). No presente estudo, foram encontrados valores entre 0,08-
2,087% de Z-geraniol e 0,458-6,148% E-geraniol, sendo que em algumas condi¢cdes nao
foi identificado esses componentes, como no inverno com 25 e 75% da capacidade de

campo.
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O limoneno foi outro monoterpeno de grande importancia encontrados em maiores

concentragdes no cultivo da primavera e verao, e reduzindo no inverno. Esses resultados
estdo de acordo com os encontrados por Prochnow et al. (2017), em que a concentracao
foi superior para verao, primavera, outono e inverno, respectivamente. Da mesma forma,
Paulus et al. (2013) encontraram maiores concentracoes de limoneno de setembro a abril,
reduzindo nos meses de maio a agosto. Além disso, no verdo a menor disponibilidade
hidrica afetou a concentragcéo de limoneno, que foi compensado pela maior concentracao
dos sesquiterpenos oxido de cariofileno e espatulenol. A baixa taxa de assimilagdo de COz2
pode reduzir a fotossintese e, consequentemente a producdo de monoterpenos (Delfine et
al., 2005). Portanto, a baixa disponibilidade hidrica no verdo reduziu a fotossintese e
também a producédo de monoterpenos, visto que esse grupo é dependente de CO2 para sua
formacéo.

Os monoterpenos sdo 0s principais componentes encontrados em o0leos volateis,
sendo que estes apresentam 10 4tomos de carbono, enquanto 0s sesquiterpenos contém
15 atomos (Khayyat & Roselin, 2018). Os sesquiterpenos, ao contrario dos monoterpenos,
sdo maiores, mais densos e menos volateis, geralmente desempenhando a funcédo de
protecdo na planta (Amaral et al., 2015). Os principais componentes identificados desse
grupo foram 6xido de cariofileno e espatulenol no verao com 25% da capacidade de campo
e B-cariofileno na primavera com 50% e 75% da capacidade de campo. Castelo et al.
(2012), encontraram maiores percentuais de sesquiterpenos (6xido de cariofileno, [3-
cariofileno, B-guaiano, a-humuleno e viridiflorol) no 6leo essencial de folhas de Psidium
myrsinites com maiores percentuais dos componentes nos meses mais secos. Esses
resultados corroboram com os encontrados com Aloysia triphylla, em que a deficiéncia
hidrica no verdo promoveu maior producao de sesquiterpenos quando comparados com 0s
monoterpenos, possivelmente em funcdo do aumento da concentragdo de oOxido de

cariofileno e reducéo de citral.
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A analise metabolémica fornecida pelo Heatmap, score plot e loading plot,

apresentaram relacéo direta em relacdo a concentracdo de cada componente identificado
nas amostras, facilitando a interpretacdo e andlise dos dados. A andlise metabolémica é
uma ferramenta analitica que possibilita a identificacdo de mudancas com base no perfil
qguimico, assim como a criacdo de perfis quimicos baseados na concentracdo dos
metabdlitos produzidos pelas plantas (Ibafiez et al., 2013). Ou seja, foi possivel identificar
a disponibilidade hidrica e estacdo do ano que favoreceram o acumulo e a concentragdo
dos principais componentes presentes no 6leo essencial.

De maneira geral, a composi¢ao quimica foi influenciada pela disponibilidade hidrica
e sazonalidade, assim como o rendimento e o teor de 6leo essencial. Assim sendo, a
condicao hidrica e a estacdo do ano para o cultivo de Aloysia triphylla torna-se dependente
do intuito da producdo, ou seja, quantidade ou qualidade do 6leo essencial. Isso é
dependente, pelo fato da estacdo e da disponibilidade hidrica que promovem maior
rendimento de 6leo essencial, ndo coincidir com a mesma esta¢ao que possui maior teor
e/ou concentracdo de citral, que é o componente de maior interesse da espécie.

Por fim, conclui-se que o teor de 6leo essencial é elevado no inverno sob baixa
disponibilidade hidrica. No entanto, o rendimento de 6leo por unidade de area é superior
guando cultivado na primavera com disponibilidade hidrica proxima da capacidade de
campo. O verdo se caracterizou por apresentar maior quantidade de componentes do 6leo.
O inverno apresenta menos componentes, contudo, a baixa disponibilidade hidrica favorece
0 aumento da concentracao de citral. A primavera em todas as disponibilidades hidricas e
no verao com 50%, 75% e 100% da capacidade de campo aumentam a concentracdo de
limoneno. O verdo com 25% da capacidade de campo afeta negativamente a concentracao

de citral, porém, favorece a concentragcao de oxido de cariofileno e espatulenol.
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6 DISCUSSAO GERAL

A Aloysia triphylla é uma planta que apresenta maior crescimento durante a estacao da
primavera atingindo maximo crescimento até metade do verdo. No trabalho desenvolvido,
pode-se considerar, de modo geral, que a producdo de Aloysia triphylla é fortemente
influenciada pela sazonalidade e disponibilidade hidrica. A maior produgdo de fitomassa nas
estacOes de primavera e verdo com maior disponibilidade hidrica sdo justificadas pelas
condic¢des meteoroldgicas dos periodos, que apresentam maior temperatura e radiacao solar. De
maneira geral, a primavera foi superior as demais, sendo que esses resultados estéo diretamente
interligados com os pigmentos fotossintéticos e densidade estomatica, encontrados na estacao.
Os maiores conteidos de pigmentos (clorofilas e carotenoides) indicam maior eficiéncia do
processo fotossintético, promovendo maior absorcdo de radiacéo e conversao em fitomassa. Da
mesma forma, a maior densidade estomatica representa maior capacidade da planta em realizar
trocas gasosas com a atmosfera, promovendo perda de agua pela transpiracdo e absor¢do de
CO. para o processo fotossintético. Esses processos sdo ainda mais favorecidos quando existe
maior disponibilidade de agua, como visto no trabalho.

O maior rendimento de 6leo essencial na primavera com maior disponibilidade hidrica
também se justifica em funcgdo da estacdo produzir maior quantidade de fitomassa onde se tem
maior quantidade de material vegetal, e consequentemente maior rendimento por planta. No
entanto, o teor de 6leo essencial aumentou em condicdo de baixa disponibilidade hidrica no
cultivo de inverno, assim como no verdo com as disponibilidades hidricas de 25% e 100% da
capacidade de campo. Esses resultados estdo relacionados com a maior densidade de tricomas
gandulares encontrados principalmente na porcdo abaxial, durante as estacGes de inverno e
verdo. Em Aloysia triphylla, o 06leo essencial ¢ armazenado basicamente em tricomas
glandulares, sendo que quanto mais tricomas, maior tende a ser a producao de 6leo essencial.

A caracterizacdo quimica do 6leo essencial foi alterada em funcdo das diferentes
disponibilidades hidricas nas estacGes de inverno, primavera e verdo. O maior teor de 6leo
essencial no inverno ¢ favorecido pelo aumento dos componentes majoritarios (a-Citral e -
citral). O componente 6xido de cariofileno aumentou no verdo com baixa disponibilidade
hidrica, enquanto limoneno aumenta durante primavera. Portanto, a época e disponibilidade
hidrica para o cultivo de Aloysia triphylla torna-se dependente do objetivo da producéo, sendo
gue plantas em capacidade de campo durante o cultivo na primavera e verdo aumentam o
rendimento de Oleo essencial, e em baixas disponibilidade hidrica no inverno aumenta o teor e

a concentracao de citral.
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7 CONCLUSAO GERAL

A sazonalidade e a disponibilidade hidrica afetam o crescimento vegetativo, pigmentos
fotossintéticos, densidade de tricomas glandulares, assim como a producéo e qualidade do éleo
essencial de Aloysia triphylla.

Na primavera ocorre maior contetdo de pigmentos fotossintéticos e maior densidade
estomatica, indicando melhores respostas pelas plantas. Além disso, a estacdo da primavera,
com maiores disponibilidades hidricas, € indicada para maior producdo de fitomassa e
rendimento do 6leo essencial.

A densidade de tricomas glandulares aumentam nas esta¢fes de inverno e verao.

O inverno sob menores disponibilidades hidricas promove aumento no teor de 6leo
essencial e na concentragdo dos componentes majoritarios a-Citral e B-citral.

O verdo apresenta maior quantidade de componentes quimicos, sendo que a menor
disponibilidade hidrica reduz a concentragdo dos componentes a-Citral e B-citral, aumentando

significativamente a concentracdo de oxido de cariofileno.
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