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1.0 INTRODUCAO GERAL

Ao longo do processo evolutivo, 0 homem aprendeu a selecionar plantas para a sua
alimentacéo e para o alivio de seus males e doencas (FERREIRA; PINTO, 2010). Desde entéo,
as plantas medicinais e aromaticas passaram a ser utilizadas como um recurso natural nao
esgotavel. As plantas medicinais ganharam seu espac¢o nao s6 no Brasil, mas também em outros
paises, por sua eficiéncia e facilidade em atender ao consumidor que pode obté-las de forma
natural ou mesmo comercializadas (NUNES et al., 2003).

O uso da fitoterapia, no tratamento de doencas tem despertado o interesse da
comunidade cientifica no desenvolvimento de pesquisas, visando principalmente o0 aumento da
produtividade de plantas medicinais, sem comprometer os principios ativos. E importante
salientar que para um aproveitamento mais eficiente da biodiversidade, h4 uma preocupacao
em promover o uso racional de plantas medicinais, levando em consideracdo as praticas
médicas tradicionais e o rigor cientifico no cuidado & satde (SANTOS et al., 2004; SILVA,
2010).

A familia Lamiaceae inclui aproximadamente 258 géneros e 7.193 espécies, sendo 40%
delas com propriedades arométicas (MALENDO et al., 2003). Dentre os géneros, destaca-se 0
Hyptis, rico em espécies de grande importancia econémica e etnofarmacoldgica (FALCAO;
MENEZES, 2003). Hyptis suaveolens (L.) Poit. € uma planta anual, produtora de 6leo essencial
rico em mono e sesquiterpernos (MARTINS et al., 2006), nativa do continente americano
distribuida nas regides tropicais e subtropicais. No Brasil, sua distribuicdo ocorre em todo o
territdrio nacional, com forte ocorréncia em pastagens, de culturas anuais e perenes (LORENZI,
MATTOS, 2002). E conhecida vulgarmente como bamburral, erva-canudo, sambacoité,
alfazema-brava, alfazema-de-caboclo, salva-limao e alfavacdo (LORENZI; MATTQOS, 2002).

Esta espécie tem sido muito estudada devido ao seu 6leo essencial, que apresenta uma
elevada atividade antifungica, antibacteriana, anticarcinogénica e acdo anti-septica (MALELE
et al., 2003; MOREIRA et al., 2010), além de apresentar atividades nematicida e larvicida,
devido a presenca de D-limoneno e mentol (FALCAO; MENEZES, 2003). Na medicina
popular tem sido utilizada como antitussigeno, sudoriferas, antiespasmodicas e Uteis no
tratamento da gota (CORREA, 1981).

O que se tem observado, no entanto, € que o manejo das espéecies medicinais ndo tem sido
satisfatorio devido a falta de padronizacdo durante o cultivo, colheita, armazenamento ou
mesmo no preparo de fitomedicamentos (PRAVUSCHI, 2008). Além disso, o estudo

agrondmico dessa especie torna-se necessarios, visando principalmente produgdes em larga
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escala para obtencdo de grandes quantidades de matéria prima para extracdo de compostos
bioativos e producdo de produtos farmacoldgicos, levando-se em consideracdo a melhor
eficiéncia do uso da agua e o aspecto nutricional.

A producdo de biomassa e sintese de principios ativos nas plantas medicinais depende
de fatores, como genético, climético, edafico, além dos relacionados ao manejo, qualidade do
cultivo, origem geografica, época de colheita, tipo de adubagéo e nutricdo mineral, que podem
influenciar consideravelmente na producdo e na qualidade do 6leo, principal produto produzido
pela espécie (SALES et al., 2009).

Ao estudar a composi¢do quimica do 6leo essencial de H. suaveolens, Silva et al. (2003)
verificaram que a maior percentagem de 6leo se encontrava nas inflorescéncias (0,068%), em
relacdo ao caule (0,007%) e folhas (0,03%). De acordo com os resultados de outros autores,
estudando a mesma espécie em varias regides do mundo, a variacao do rendimento ficou ainda
mais evidente. Por exemplo: Plantas da Amazoénia apresentaram rendimento de 0,6% (LUZ et
al., 1984), na Nigéria, o rendimento foi de 1,5%, (IWU et al., 1990), no Nordeste paraense 0s
valores variaram entre 0,5 a 0,1% e foram detectados 3 compostos majoritarios: endo-fenchol/
1,8-cineol, 1,8-cineol, e 1,8-cineol/endo-fenchol (ZOGHBI et al. 2008).

Entre os fatores que interferem na composicéo quimica da planta, a nutri¢do e a condicao
hidrica merecem destaque, pois a deficiéncia ou excesso de dgua e nutrientes podem interferir
na producdo de biomassa e na qualidade de principio ativo (MAPELI et al., 2005).

A adubacdo organica tem sido um dos principais fatores responsaveis pela elevacdo da
produtividade em plantas (MAIA et al., 2008). Pois além de fornecer nutrientes, proporciona
beneficios a estrutura fisica e quimica do solo (ROSAL et al., 2011). Ja uma boa disponibilidade
hidrica no solo, garante excelentes desempenhos no estagio vegetativo, aumentando a area
foliar e producéo de folhas, bem como crescimento em altura (MEIRA et al., 2013).

Paraa H. suaveolens torna-se importante investigar a influéncia da adubacao em funcao
das condicGes hidricas, pelo fato dessa espécie ser muito influenciada pelo meio onde se
encontra. Além disso, levando em consideracao que a agua € um recurso relativamente escasso,
principalmente no semiarido brasileiro, buscar por espécies que otimizem a producdo de
compostos bioativos de qualidade com a melhor eficiéncia no uso da dgua torna-se de extrema

importancia.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Geral

Avaliar o efeito do estresse hidrico e a adubacdo na producdo de biomassa e Gleo

essencial de Hyptis suaveolens (L.) Poit
1.1.2 Especifico

e Quantificar a producédo de biomassa seca e teor relativo de agua (TRA) na planta;

e Determinar a altura e diametro do caule ao final o experimento;

e Quantificar teores de prolina, proteinas totais, carboidratos totais, clorofilaa e b, em
folhas de H. suaveolens;

e Determinar os teores de macronutrientes N, P e K da parte aérea e radicular;

e Auvaliar o rendimento do 6leo essencial de Hyptis suaveolens (L) POIT.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 O USO DE PLANTAS MEDICINALIS.

A utilizacdo dos recursos naturais, sobretudo a flora, para os seus mais diferentes
fins, nasceu juntamente com a humanidade. Quando se fala entdo no uso de espécies vegetais
para fins medicinais, essa relagdo tem se mostrado ainda mais primitiva. Desde as civilizagdes
mais antigas o uso de plantas medicinais vem sendo considerada uma das praticas mais remotas
utilizadas pelo homem na busca da cura, prevencdo e tratamento de doencas, servindo como
importante fonte de compostos biologicamente ativos (ANDRADE et al., 2007).

O uso de plantas medicinais pela populagdo mundial tem sido muito significativo nos
ultimos tempos. Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostram que cerca de 80%
da populacdo mundial fez uso de algum tipo de planta na busca de alivio de alguma
sintomatologia desagradavel (LIMA et al., 2010). Em estudo de Lins e Medeiros (2015) no
intuito de avaliar o uso de plantas medicinais no tratamento de doencas gastrointestinais na
cidade de Nazarezinho — PB, comprovou-se que 80,8% da populacdo fazem uso de plantas
medicinais no tratamento de doengas gastrointestinais, evidenciando, que essas plantas
continuam sendo uma alternativa importante para cura ou tratamento de doengas.

Segundo a OMS, planta medicinal é qualquer planta que possui em um dos 6rgédos ou
em toda planta, substancias com propriedades terapéuticas ou que sejam ponto de partida na

sintese de produtos quimicos ou farmacéuticos.
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Nesse sentido, o interesse econdmico das indudstrias farmacéuticas e de cosméticos por
plantas medicinais tem crescido ainda mais nos Gltimos anos, em busca de produgéo e extracdo
de produtos bioativos, tais os como 6leos essenciais (CARVALHO et al., 2010). Esses 0leos
sdo definidos como misturas complexas de substancias lipofilicas, de baixo peso molecular,
geralmente odoriferas e liquidas, constituidos, na maioria das vezes, por moléculas de natureza
terpénica (MORAIS, 2006). Constituem um dos mais importantes grupos de matérias primas
para as industrias de alimentos, farmacéutica, perfumaria e podem ser empregados no controle
de doencas e pragas em plantas cultivadas, possuindo acdo analgésicas, expectorantes,
estomaquicas, antibacterianas, sedativas e estimulantes, além de possuirem caracteristicas
como cicatrizante, relaxante, vermifugo e antivirético (SILVA; CASALLI, 2000).

O Brasil apresenta uma grande diversidade de espécies de uso comum na medicina
popular, que sdo conhecidas por suas propriedades medicinais. Porém, ainda faltam estudos
visando uma exploracdo racional, com o intuito de contribuir para a conservacao e manejo de
muitas espécies, bem como o seu estabelecimento para o fornecimento de matéria-prima para
exploracdo comercial, evitando o extrativismo e reduzindo, consequentemente, o risco de
extincdo (MAIA, 2006).

1.2.2 Hyptis suaveolens (L) POIT

A familia Lamiaceae inclui aproximadamente 258 géneros e 7.193 espécies, com
40% delas possuindo propriedades aromaticas (MALENDO et al., 2003). Mais da metade das
espécies dessa familia esta restrita a somente 8 géneros: Salvia (500), Hyptis (350), Scultellaria,
Coleus, Plectanthus e Stachys (com 200 espécies cada), além de Nepeta (150) e Teucrium (100)
(ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002). Entre esses géneros destaca-se o Hyptis, pertencente a
tribo Ocimae, subtribo Hyptidinae, familia Lamiaceae, com cerca de 400 espécies, com ampla
distribuicdo no continente americano. Sdo plantas conhecidas por apresentar espécies de grande
importancia econémica e etnofarmacoldgica e possuem grande diversidade na forma
vegetativa, desde anual efémera (Hyptis nudicaulis Benth) até arvores pequenas (Hyptis
arborea), mas ha uma predominancia de subarbustos ou ervas perenes (MAIA, 2006). Entre as
especies que compde esse género, destaca-se Hyptis suaveolens (L.) POIT., nativa de todo
continente americano, distribuida nas regides tropicais e subtropicais (FALCAO; MENEZES,
2003)
No Brasil, a distribuicdo H. suaveolens ocorre em todo o territorio nacional, sendo

frequentemente encontrada em locais que foram submetidas a acéo antrdpica (Figura 1), como
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pastagens, culturas anuais e perenes (LORENZI; MATTOS, 2002). A espécie é anual,
subarbustiva, com altura que varia de 0,50 a 1,90 m, podendo atingir até 3 m dependendo do
ambiente onde se encontra (MAIA, 2006) e é conhecida vulgarmente como bamburral,
sambacoité, mentrasto-do-grande, cheirosa, alfavacdo, alfavaca-de-caboclo, alfazema-de-
caboclo, alfazema-brava, salva-limao, beténica-brava, metrasto-gracu, sdo-pedro-cad, melissa-
de-pison, pataquera, betdnia-branca e cha-de-franga (LORENZI; MATTO, 2002).

As plantas sdo preferencialmente aldégamas, porém apresentam autopolinizacdo como
estratégia de adaptacéo as condicdes inospitas a troca de material genético (NASS, 2001). Suas
folhas sdo classificadas como simples opostas, peninérveas, pubescentes em ambas as faces,
entremeadas com tricomas glandulares, nervuras proeminentes na face abaxial, margem foliar
serreada, apice agudo, lamina oval ou subornada e muito aromaticas, as laminas podem medir
4,0-8,0 x 3,0-5,5 cm largura e o peciolo é subguadrangular, canaliculado, medindo de 3,0-8,0
cm de comprimento (BASILIO et al., 2006; SILVA et al., 2003). A face adaxial da folha
também apresenta tricomas (Figura 2), local de sintese e armazenamento do 6leo essencial dessa

espécie, no entanto com menor densidade (MARTINS et al., 2009)

Figura 1- Habito de crescimento de Hyptis suaveolens (L) POIT. em ambiente antropizado.
Mossord/RN, 2015

Fonte:Acrvde pesquis (2015)
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O caule apresenta formato tetrangular, pubescente, com tricomas glandulares
entremeados; as flores sdo pequenas, sésseis, protegidas por bracteas filiformes, de cor azul-
rosada, reunidas em pequenos grupos nas axilas foliares do apice dos ramos (Figura 2). Floresce
normalmente nos meses de dezembro a abril e sua reproducéo se da por sementes (LORENZI,
MATTOS, 2002) ou vegetativamente (MAIA et al., 2008; SILVA et al., 2011).

Figura 2- Disposicao e formato da folha (A), caule tetrangular com disposicao de tricomas e

formacéo inicial de floracdo (B) inflorescéncia de Hyptis suaveolens (C). Mossor6/RN, 2015

IR

Fonte: Acervo de pesquisa (2015)

Na medicina popular, a espécie tem sido utilizada como antitussigeno, sudoriferas,
antiespasmodicas e Uteis no tratamento da gota (CORREA, 1981). O infuso das flores e folhas
também é indicado no tratamento de colicas menstruais, problemas digestivos, gripes, febres e
cefaleias (AGRA et al., 2007). Na india, sdo utilizadas em afeccdes respiratorias, do Utero e
doengas parasitarias (MAIA, 2006).

Vaérios estudos ja foram conduzidos com esta planta visando validar as propriedades
medicinais a ela atribuidas pela medicina tradicional. Tais atividades estdo relacionadas as
propriedades dos principios bioativos existentes em seu Oleo, que apresenta um elevado
potencial antifingico, antibacteriano, anticarcinogénica e acdo antisséptica (MALELE et al.,
2003.; MBATCHOU et al., 2010.; MOREIRA et al., 2010), atividades nematicida e larvicida,
devido a presenca de D-limoneno e mentol (FALCAO; MENEZES, 2003).

Na composic¢do quimica do 6leo essencial desta espécie encontram-se compostos das
seguintes classes: monoterpenos, sesquiterpernos, alcanos, benzotiazol, diterpenos, triterpenos
e esterdides (FALCAO; MENEZES, 2003; SILVA, et al., 2003)
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A atividade antimicrobiana foi constatada recentemente por Moreira et al. (2013) ao
avaliar o efeito inibitério do dleo de H. suaveolens sobre o crescimento fungico do Aspergillus
flavus. Os autores obtiveram 100% de inibicdo na germinacdo dos esporos e no crescimento
micelial, nas concentracdes de 40 e 80 uLmL™.

Outras atividades medicinais da espécie também foram comprovadas, a exemplo dos
recentes estudos realizados por Jesus et al. (2013) que verificaram que o extrato alcodlico de
H. suaveolens aplicado em ratos via oral, foi eficaz no tratamento de Ulceras gastricas
intestinais. As atividades antioxidante e neuroprotetora da espécie também foram comprovadas
em células de ratos com neurotoxicidade oxidativa induzida por estresse (GHAFFARI et al.,
2014).

A espécie H. suaveolens tem mostrado um alto grau de variabilidade quando se trata da
constituicdo e quantificacdo do 6leo essencial, diferindo de acordo com as partes da planta, a
origem geogréfica, condi¢Bes nutricionais, hidricas e demais fatores ambientais (AZEVEDO et
al., 2002; MALELE et al., 2003; SILVA et al., 2003; MAIA et al.,2008; MOREIRA et al., 2010;
VIJAY et al., 2011).

Silva et al., (2003) ao estudar o rendimento do 6leo essencial dessa espécie, verificou que
a maior percentagem de 6leo se encontrava nas inflorescéncias (0,068%), em relagdo ao caule
(0,007%) e folhas (0,03%). Quando comparado esses rendimentos com os resultados de outros
autores, distribuido em outras regides do mundo, a variagdo do rendimento ficou ainda mais
evidente, por exemplo, plantas da Amaz6nia apresentaram rendimento de 0,6% (LUZ et al.,
1984) em comparacdo com plantas da Nigéria (IWU et al., 1990), que apresentou rendimento
de 1,5%.

Sabe-se que além dos estudos medicinais desta espécie, também sdo importantes estudos
agrondmico envolvendo, por exemplo, estratégias voltadas para 0 aumento do rendimento do
o6leo essencial, visto que, ha poucos trabalhos na literatura sobre o comportamento dessa espécie
sob condigdes de cultivos, objetivando aumentar a produtividade de biomassa e 6leo essencial.

A influéncia dos fatores ambientais tem sido fortemente estudada em funcdo da
produtividade em plantas. Diferencas quantitativas e qualitativas na composi¢cdo do 6leo
essencial de H. suaveolens sdo claramente percebidas. (MARTINS et al., 2006), Estudo
realizado por Vijay et al. (2011) mostrou que as propriedades qualitativas e quantitativas de
oOleos essenciais de trés diferentes populacGes de H. suaveolens (L.) Poit variaram em fungéo

das diferencas localiza¢Ges geograficas.

1.2.3 ESTRESSES ABIOTICOS E MECANISMO DE TOLERANCIA DAS PLANTAS.
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Estresse € um conjunto de rea¢gBes de um organismo a agressdes de origem fisica,
quimica, fisiologica, ou de outra natureza, capaz de influenciar em seu estado normal de
equilibrio, ou seja, na sua homeostase (FANCELLI, 2003; LARCHER, 2004).

Os vegetais crescem e se reproduzem em um ambiente complexo, composto de uma
multiplicidade de agentes estressantes de origem bioticos e/ou abidticos. O estresse bidtico €
causado por perturbacdes de natureza bioldgica, tais como ataque de pragas, infeccBes
microbianas, influéncias de herbivoros e até mesmo de outras plantas. J& o estresse abiotico é
causado principalmente por fatores quimicos e fisicos, os quais estdo relacionados a localizagédo
geogréfica e variagbes edafoclimaticas, tais como falta ou excesso de vento, luminosidade,
temperaturas extremas, disponibilidade hidrica, deficiéncia de nutrientes minerais, salinidade,
dentre outros (TAIZ; ZEIGER, 2013).

As flutuacBes desses fatores ambientais fora dos limites normais tem em geral
consequéncias estressantes para as plantas, que por sinal, podem responder de diversas formas
aos estimulos proporcionados por cada fator ou ao conjunto deles. Segundo Larcher (2004)
esses fatores causadores de estresse, normalmente sdo oriundos de desequilibrios entre a entrada
e a saida de energia de um ecossistema ou anomalias (excesso ou deficiéncia) na ciclagem de
nutrientes, submetendo os vegetais a situagOes para as quais ndo estdo adaptados. Nessas
circunstancias os vegetais possuem varios mecanismos que Ihes permitem sobreviverem e, com
frequéncia, desenvolverem-se nos ambientes complexos onde vivem. Tais mecanismos
conferem resisténcia e podem ser classificados como adaptacao, aclimatizacdo ou plasticidade
fenotipica (DEBAT; DAVID, 2001)

Os mecanismos de adaptacao envolvem mudancas genéticas na populacéo inteira, que
foram fixadas por selecdo natural durante muitas geragdes. Por outro lado, individuos vegetais
expostos repetidas vezes ao mesmo estimulos também podem responder as mudancas
ambientais, sem modificacdo genética, alterando diretamente sua fisiologia ou morfologia para
que possa sobreviver ao novo ambiente. Nesse caso, a resposta € de aclimatizacdo (PIMENTEL,
2004; TAIZ; ZEIGER, 2013). A adaptacdo ao nivel populacional, ou a aclimatacéo, ao nivel de
uma planta individual, ocorre por meio da combinacao de processos metabdlico, morfologicos,
e anatémicos, que, por sua vez, dependem de processos moleculares (GASPAR et al., 2002).

Dentre os principais fatores abidticos que influenciam o crescimento e o
desenvolvimento vegetal estdo a dgua; os minerais presentes na solucdo do solo; a temperatura
e a luz. Alteragdes nesses fatores, de forma conjunta ou isolada, podem induzir as plantas a
experimentar estresses fisioldgicos, e isso é definido como um desequilibrio (TAIZ E ZEIGER,
2013).
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Os desequilibrios induzidos por fatores abiéticos no ambiente, dentre os quais destaca-
se 0 estresse hidrico, causam efeitos primarios e secundarios nas plantas. Os primarios estao
relacionados a reducdo do potencial hidrico e a desidratacdo celular, que alteram diretamente
as propriedades fisicas e quimicas da célula, que por sua vez, podem provocar efeitos
secundarios. Esses ultimos, podem causar alteracdo da atividade metabdlica, citotoxidade
ibnica e a producdo de espécies reativas de oxigénio, que iniciam e aceleram o rompimento da
integridade celular, podendo, por fim, provocar a morte celular (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Vale salientar, que em condi¢Bes naturais, 0s estresses abioticos podem ocorrer
simultaneamente, causando as vezes, danos irreversiveis as plantas. Sabe-se ainda que em
condigdes de restricdo hidrica o metabolismo do nitrogénio é afetado em fungdo da
sensibilidade da enzima redutase do nitrato (MATOS et al., 2014), no entanto, estudos
avaliando a possibilidade da minimizacdo dos efeitos do deficit hidrico em condicGes

nutricionais adequada ainda s&o escassos.

1.2.4 DEFICIENCIA HIDRICA E DESENVOLVIMENTO VEGETAL

A disponibilidade hidrica é considerada um dos fatores de maior efeito sobre a
produtividade agricola porque determina a distribuicdo das espécies nas diferentes zonas
climéticas do globo (PIMENTEL, 2004) e proporciona a solubilizacéo e a disponibilizacéo dos
nutrientes do solo para as plantas (MOROUELLI et al., 2011)

Assim como em outros organismos, a agua, nas plantas, constitui a maior por¢do do
volume celular e é o recurso limitante mais importante. Cerca de 97% da agua captada pelas
plantas é perdida para atmosfera, principalmente pela transpiracdo, aproximadamente 2% é
usado para aumento do volume ou expansdo celular e 1% para 0s processos metabolitos,
predominantemente a fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2013). Contudo, apesar dos estudos, sabe-
se que o conhecimento sobre comportamento fisiologico de espécies vegetais, ainda é
incipiente, haja vista que a atribuicdo de sensibilidade ou toleréncia para uma referida espécie
é considerada uma tarefa complexa, pois exige do pesquisador a avaliagdo conjunta das
variaveis estudadas (NASCIMENTO, 2009).

De uma forma geral, espécies vegetais que desenvolvem-se em areas sujeitas ao déficit
hidrico possuem mecanismos de tolerancia a seca que podem ser classificadas da seguinte
forma:

() Escape a seca: a habilidade de desenvolver-se rapidamente antes do periodo seco,

completando seu ciclo de vida;
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(I) Tolerancia a seca com baixo potencial hidrico: a habilidade da planta de tolerar a seca por
meio do ajuste osmdético;

(II1) Tolerar a seca com alto potencial hidrico: a habilidade da planta de evitar a desidratacdo
por meio do fechamento estomatico, diminuicao da area foliar e alteragcdes da razdo raiz/parte
aérea, para manutencao do status hidrico (TURNER, 1986).

Algumas espécies apresentam comportamento diferenciado ao serem submetidas ao
estresse hidrico, tais espécies conseguem completar seu ciclo de vida somente nos periodos
chuvosos e sdo classificadas como anuais, pois passam grande parte de suas vidas como
sementes capazes de sobreviver a longos periodos de estiagem (SOUZA et al., 2009). Estas
espécies conseguem germinar, crescer, produzir flores e propagulos e serem dispersos no
ambiente no pequeno intervalo de tempo (GUREVITCH et al., 2009). Portanto, a
adaptabilidade das plantas em condicGes de estresse € influenciada pela duracdo e magnitude
do estresse, além do tempo ao qual sdo submetidas e a variabilidade genética (LEPRINCE;
BUITINK, 2010; SILVA et al., 2010). Independente da fase do desenvolvimento, situacdes em
gue a demanda evaporativa é alta e ha limitado suprimento de dgua nas raizes, todos os aspectos
de crescimento e desenvolvimento das plantas sao afetados pela deficiéncia hidrica nos tecidos
(MARTINS et al., 2010). As consequéncias desse estresse sdo marcadas pela desidratacdo do
protoplasto, resultando na diminuicdo do volume celular e elevando as concentrac6es de solutos
no citoplasma e matrizes extracelulares. Dessa maneira, o processo de crescimento,
principalmente em expansdo que € dependente da turgescéncia celular, é fortemente afetado
(NOGUEIRA et al., 2005). Estudando o estresse hidrico sob crescimento e metabolismo de
mudas de mutambo (SCALON et al., 2011), Myracrodruon urundeuva (FIGUEROA et al.,
2004) e Melissa officinalis (MEIRA et al., 2013) verificou-se reducdo do crescimento da parte
area e das raizes nas plantas sob menor deficiéncia hidrica. Para alcancar esses resultados,
geralmente os pesquisadores adotam a analise de diversas varidveis de crescimento, a qual €
uma ferramenta imprescindivel no estudo dos efeitos da seca e suas reacfes intrinsecas nos
vegetais (BENINCASA, 2003).

Em relacdo ao crescimento radicular, algumas espécies tendem a incrementar o
crescimento das raizes apds a submissdo a restricdo hidrica. Esse comportamento estd
relacionado a arquitetura radicular e sua capacidade de exploracdo das camadas mais profundas
e umidas do solo. Essas caracteristicas, juntamente com maior razdo raiz/parte aérea, sao
importantes para o escape ao déficit hidrico (FILHO et al., 2008).

Quando o potencial da agua é reduzido nas raizes, verifica-se em varias espécies um

rapido ajuste osmotico, auxiliando o restabelecimento da pressdo de turgor, permitindo a
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manutencdo do alongamento celular. Em contraste, o ajuste osmoético nas folhas ocorre mais
lentamente, levando a diminuicdo ou a parada da extensdo das paredes celulares e ao menor
crescimento da parte aérea (HSIAO; XU, 2000). Outra forma de se avaliar a influéncia do
estresse hidrico sobre as relagdes hidricas nos vegetais € pela determinacao do teor relativo de
agua (TRA), que consiste na medida da deficiéncia de agua nas folhas em funcdo do peso e da
quantidade de &gua nos tecidos foliares (NASCIMENTO, 2009). Essa técnica de avaliacdo pode
ser utilizada como uma variavel de avaliacao do status hidrico, bem como do nivel de estresse
hidrico enfrentado pelo vegetal, pois expressa o déficit existente no momento da amostragem,
podendo ser facilmente quantificado, além de ser extremamente confidvel (NOGUEIRA et al.,
2005; MARAGHNI et al., 2011).

Em relacdo aos pigmentos fotossintéticos, de maneira geral, 0s mais presentes nos
vegetais sdo as clorofilas a e b, os carotenoides e as ficobilinas (LISAR et al., 2012; SILVA et
al., 2014). Tais pigmentos apresentam papel fundamental nos processos de sintese vegetal, pois
estdo diretamente associados ao potencial da atividade fotossintética (L1U et al., 2011; SILVA
et al., 2014). Sob condic¢bes de estresse hidrico, a fotossintese é particularmente afetada, pois a
perda de clorofila provoca declinio progressivo na capacidade das plantas de absorver energia
luminosa para sintese de fotoassimilados (SILVA etal., 2014). Por isso, a analise dos pigmentos
fotossintéticos é uma importante ferramenta para avaliacdo da sanidade e integridade dos
aparatos internos da célula durante o processo de fotossintese (RONG-HUA et al., 2006), e é
também, uma técnica precisa para deteccdo de plantas tolerantes ao estresse hidrico (JABEEN
et al., 2008). Embora a falta de 4gua desencadeie na maioria dos casos déficits de pigmentos
fotossintéticos, estudos realizados por Liu et al., (2011) relatam incrementos nos teores de
clorofila em espécies arbdreas apos serem submetidas ao estresse hidrico. Essa caracteristica,
segundo os autores pode estar ligada ao processo de ajustamento osmotico que juntamente com
outros processos fisioldgicos garante a sobrevivéncia do vegetal a situacdes hidricas adversas.

Outra forma importante de estudar os efeitos do estresse hidrico nas plantas é a
quantificacdo de solutos presentes tanto nas folhas, quanto nas raizes. Na presenca de deficit
hidrico, as plantas utilizam-se de estratégias para diminuir os efeitos da seca, como o
ajustamento osmotico, por exemplo. Essa estratégia, consiste em baixar o potencial osmético
da célula, por meio da sintese de osmorreguladores, tais como agucares, prolina, glicina betaina,
dentre outros, para que a célula absorva agua e mantenha o potencial hidrico em niveis
adequados (MARIJUAN; BOSCH, 2013.; MORANDO et al., 2014). Os osmorreguladores
ainda contribuem para preservacao da integridade de proteinas, enzimas e membranas celulares.

O actmulo desses solutos compativeis ndo € nocivo ao metabolismo celular e, por aumentar a
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pressdo osmotica no interior das células, mantém a absor¢do de agua e a pressdo de turgor das
mesmas, o que favorece a continuidade dos processos fisioldgicos, ainda que em niveis menores
(MARIJUAN; BOSCH, 2013).

A prolina é um aminoacido formado por meio da reacdo entre a carboxila gama do
glutamato e o ATP resultando no composto denominado glutamato-5-fosfato. Esse aminoacido
tem se destacado na literatura como sendo um soluto compativel que ocorre em células vegetais
em resposta a estresses ambientais (COELHO, 2012). Em plantas sob estresse, o conteddo de
prolina pode aumentar até 100 vezes, em comparacao ao observado em plantas cultivadas sob
condicBes normais. Além disso, 0 acimulo desse aminoacido fornece um importante parametro
para a selecéo de plantas resistentes (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008).

O metabolismo das proteinas e dos aminoacidos também ¢ fortemente afetado pela
dessecacdo, visto que, tais condi¢des favorece o aumento da atividade de enzimas proteoliticas,
que quebram as proteinas de reservas das plantas, elevando os teores de aminoacido livres,
consequentemente favorecendo a sintese da propria prolina, nos tecidos foliares (FERREIRA
etal., 2002; LECHINOSKI et al., 2007)

A condicdo nutricional das plantas também pode ser fortemente afetada pela baixa
disponibilidade hidrica do solo (NOVAIS et al. 1990), visto que, a disponibilidade de nutrientes
para as raizes é dependente do teor de umidade do solo. Para Barber (1974), o déficit hidrico
rigoroso diminui ou inibe a absorcdo de nutrientes pelas plantas, devido a agua ser o veiculo
por meio do qual os ions se movimentam da solucéo do solo para o sistema radicular das plantas,
principalmente quando este movimento se da por fluxo de massa e difusdo. Tal comportamento
foi relatado em estudo de Carvalho et al. (2015), em que observou-se que plantas de canafistula
(Peltophorum dubium) sob adubacéo e estresse hidrico severo tiveram seu desenvolvimento
diminuido em ralacéo as plantas sem estresse hidrico e sem adubac¢do. Segundo esses autores,
tal comportamento esta atrelado a baixa umidade do solo. Sugerindo que o menor teor de
umidade no solo imposto as mudas de canafistula causou mais impacto no peso seco da parte
aérea do que a disponibilidade de nutrientes.

Outro mecanismo também fortemente afetado, é a producdo de compostos do
metabolismo secundéario, como os 6leos essenciais. Porém, poucos sao os trabalhos referentes
ao efeito do estresse hidrico sobre tais produtos, visto que, 0 comportamento parece variar
bastante com o tipo, a intensidade e a duracdo do estresse, podendo aumentar ou diminuir o teor
de 6leos essenciais (PRAVUSCHI et al., 2010)

1.2.5 OLEOS ESSENCIAIS
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Oleos essenciais s30 compostos naturais, instaveis na presenca de luz, ar, temperatura,
umidade e metais. Apresentam propriedades quimicas especificas como: alta volatilidade e
baixa solubilidade em &gua, sendo caracterizados por um forte odor sendo sintetizados por
plantas aromaticas durante o metabolismo secundario (BAKKALI et al., 2008; MACHADO;
JUNIOR, 2011).

O metabolismo vegetal origina produtos denominados metabdlitos primarios e
secundarios. Os metabolitos primarios sdo o que desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento do vegetal (LELIS, 2014). J& os secundarios sdo compostos que ndo possuem
uma distribuicdo universal, pois, embora ndo sejam necessarios para todas as plantas, sao
derivados dos metabolitos primarios e possuem acgdes bioldgicas distintas que conferem as
plantas vantagens adaptativas e estdo restritos a determinados grupos vegetais (BERG;
LUBERT, 2008; TAIZ; ZEIGER,2013).

Na natureza, o metabolismo secundario desempenha uma fungdo importante na
influéncia matua das plantas com o ambiente. Atuam na protecdo das plantas como agentes
antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas, contra ataques de insetos, agem como
atrativos, para animais polinizadores e dispersores de sementes e atuam como agentes na
competicdo planta-planta, e nas simbiose planta-microrganismo (BAKKALI, et al., 2008;
TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os compostos do metabolismo secundario podem ser divididos em trés grupos distintos:
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Os Gleos essenciais, pertencem as
mais variadas classes, contudo, quimicamente, a grande maioria € constituida
predominantemente de derivados terpendides, que sdo representados na maioria das vezes por
monoterpenos e sesquiterpernos, 0s quais conferem aroma caracteristico as folhas e outras
partes da planta (LELIS, 2014). Os terpenos sao biossintetizados por duas rotas diferentes: A
rota do acido meval6nico, cujo precursor é o acetil-CoA, e pela rota do metileritritol fosfato
(MEP), tendo como precursores o gliceraldeido-3- fosfato e o piruvato. A primeira rota ocorre
no citosol e no reticulo endoplasmatico e a segunda ocorre nos plastidios, poréem ambas déao
origem ao isopentenil pirofostato (IPP) (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Atualmente muitos estudos sdo realizados para avaliar o efeito de determinados estresses
no desenvolvimento e produtividade de plantas medicinais (SANTOS et al, 2004). Essas
pesquisas justificam-se devido ao fato de que a producdo de biomassa e sintese de principios
ativos de plantas depende de varios fatores, tais como o genético; condi¢des edafoclimaticas e

hidricas; qualidade do cultivo; origem geografica; época de colheita, tipo de adubacéo e
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nutricdo mineral, os quais podem afetar consideravelmente a produgéo e a qualidade dos 6leos
(SALES et al., 2009)

O estresse hidrico é um fator determinante para o cultivo e producdo de determinadas
espeécies de plantas (SANTOS et al., 2004; COSCOLLI, 2012). Porém, nas especies medicinais,
a seca pode, além do desenvolvimento, afetar o teor e rendimento do éleo essencial. Taiz e
Zeiger (2009) relatam que o estresse hidrico é um fator positivo para muitas espécies no que
diz respeito ao incremento na producédo de 6leos essenciais. Entretanto, segundo esses autores,
0 estresse deve ser moderado para estimular a producdo de 6leo o qual é utilizado como agente
de defesa contra ataques de insetos herbivoros, propiciando dessa forma, melhores condicGes
de sobrevivéncia. Em trabalho realizado por Schwerz, et al. (2015) observou-se que reposi¢éo
hidrica que proporcionou maior producdo de biomassa foi a de 125% da evapotranspiracao
(ETo). No entanto, o maior teor de dleo foi observado nas menores reposicées hidricas (75 e 50
% da ETo).

Na literatura ha relatos de vérios estudos sobre a influéncia do estresse hidrico no teor,
rendimento e composicdo de 6leos essenciais. Alvarenga et al., (2011) estudou o estresse
hidrico antes da colheita de alecrim-pimenta, observou que o teor de 6leo essencial diminuiu
de 50 a 60% com reducdo do potencial de agua na folha em -0,3 MPa. Resultados parecidos
foram descritos por Silva et al (2002) em plantas de Melaleuca alternifélia. Contudo, Meira et
al., (2013) observou aumento na producdo e teor de 6leo essencial, obtidos sob menor 1amina
de irrigacdo em plantas de Melissa officinalis. Pinto et al. (2014) também avaliando o estresse
em diferentes intervalo de irrigacdo sobre capim-limao, observou gque o estresse hidrico mais
acentuado aumentou a producdo do 6leo essencial, embora, ndo tenha gerado diferengas na
produtividade de matéria seca e altura das plantas.

1.2.6 ADUBACAO ORGANICA E INORGANICA

Os solos agricolas séo constituidos pela fragdo mineral e uma pequena por¢do de matéria
orgénica. A matéria organica dos solos merece atengdo especial, pois resulta da decomposicao
de residuos animais e vegetais e varia, principalmente, com as praticas de manejo agricola
adotadas, podendo ser influenciado diretamente pelas condi¢Ges edafocliméticas de cada regido
(FAVERO, 2012).

Diferentes técnicas sdo utilizadas com a finalidade de manejar a matéria organica dos

solos. Dentre estas, pode-se destacar a preservacdo dos residuos agricolas deixados pelas
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colheitas e a adicdo de estercos visando elevar, manter ou conservar os teores de matéria
organica dos solos (FAVERO, 2012).

De acordo com Silva e Mendoncga (2007) a matéria organica exerce uma série de
influéncias nas propriedades do solo, pois age como tamponante, permite a troca de cations,
ajuda na complexacdo de metais, agrega particulas, retém agua no solo, contribui como reserva
metabdlica de energia para microrganismos e no compartilhamento e decomposicdo de
nutrientes (nitrogénio, fosforo, enxofre) em forma organica. Além dessas vantagens, contribui
para a melhoria da qualidade fisica, quimica e bioldgica do solo e mantém a sustentabilidade
dos sistemas produtivos a médio e longo prazo.

Sabe-se hoje que varios materiais organicos podem ser utilizados como fertilizante,
podendo estes, ser de origem animal, vegetal, agroindustrial e industrial. Independente da
origem, todos sdo caracterizados como subprodutos de processos de producdo (SILVA, 2008).
Esterco de animais, residuos de culturas e os adubos verdes constituem hoje as principais fontes
de adubos organicos disponiveis (CQFS-RS/SC, 2004).

Os materiais organicos originarios de granjas e de confinamento de animais, onde ocorre
uma grande oferta de racdo possuem a tendéncia de serem mais ricos em nutrientes quando
comparado com os animais criados extensivamente (FAVERO, 2012). Fatores como, idade,
raca, espécie e alimentacdo, também determinam a quantidade de nutrientes nos residuos, visto
que, normalmente animais adultos tem menor capacidade de absorcéo de nutrientes e excretam
estercos mais ricos em nutrientes quando comparados com animais jovens (TEDESCO et al.,
2008; KIEL, 2010).

Os estercos de animais possuem praticamente todos os elementos necessarios ao
desenvolvimento das plantas, porém, nem sempre as quantidades aplicadas as culturas sao
suficientes para suprir suas necessidades (RAIJ et al.,, 1997). O esterco de aves €
reconhecidamente rico em N e é aplicado, normalmente, junto com a maravalha (cama) que é
colocada para acomodar frangos de corte em aviarios. Quando bem curtido, apresenta-se bem
farelado, de coloracéo escura, sem excesso de aménia (FIGUEROA, 2008). Esse tipo de esterco
é considerado o mais ricos em nutrientes quando comparados com de outros animais (Tabela
1). Ainda tem a vantagem de serem mais secos, contendo de 5 a 15% de &gua, comparado com
65 a 85% dos demais animais (KIEHL, 2010). Somando-se o total de nitrogénio, fosforo e
potassio contido no esterco de aves, observa-se que este é duas a trés vezes mais concentrado
em nutrientes que dos mamiferos (CQFS-RS/SC, 2004; KIEHL, 2010).

Tabela 1- Composicéo quimica elementar (base seca) de residuos organicos de origem animal.
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Residuo animal

Atributos Bovino Avicola Ovino Equino
C organico, g Kg 263 311 377 266
Relacdo C/N 18-20/1 10-11/1 32/1 18/1
N total, g Kg ™ 13-37 25-54 16-40 17-18
P.Ostotal, g Kg 1 1-10 13-42 4-9 2-14
KO total, g Kg* 6-25 13-39 4-28 6-15
Catotal, g Kg* 5-30 51 - -
Mg total, g Kg ™ 3-4,3 9-11 - -

S total, g Kg ™ 0,9-2,6 1,4-7,1 - -
Zn total, mg kg 48-188 307-729 - -
Cu total, mg kg 15-27 31-82 - -
Cd total, mg kg - 4,4 - -
Ni total, mg kg 53 4,4 - -
Pb total, mg kg™ 53 37,8 - -

Adaptado de Silva, (2008)

Diferentemente dos fertilizantes minerais, a decomposi¢cdo dos residuos organicos €
considerada muito lenta, visto que, a disponibilidade dos nutrientes as culturas ndo ocorrem de
imediato, logo ap6s a aplicacdo (SILVA, 2008). Este fator € extremamente importante quando
calculamos a dose do residuo organico que deve ser aplicada para suprir a necessidade da
cultura. A taxa de nutrientes liberadas pelos adubos orgéanicos as culturas é muito variavel e,
afetam a disponibilidade de nutrientes para as plantas (CQFS-RS/SC, 2004, KIEHL, 2010).

Com relacdo a produtividade das espécies vegetais cultivadas com esterco de aves,
varios autores relataram que estudando diferentes tipos de adubacéo organica, observaram que
0 esterco de aves proporcionou maior producdo de biomassa vegetal (COSTA al., 2008; MAIA
et al., 2008), como em plantas de Arrabidaea chica (BRITO et al., 2015) e em plantas que
produzem o0leo essencial, como orégano (CORREA et al., 2010) e boldo (ROSAL et al., 2011).
Os autores que avaliaram os Gleos essenciais extraidos das espécies supracitadas afirmaram
ainda que a adubac&o organica ndo influenciou no rendimento e nem na composi¢do quimica
desses 0leos.

O esterco de aves é uma das alternativas de maior receptividade pelos agricultores e é

viavel no cultivo de plantas medicinais, principalmente porque contribui para conservacdo dos
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principios ativos das plantas, € um residuo disponivel nas propriedades produtoras de animais
e € de baixo custo viabilizando financeiramente a adubacéo em culturas comerciais (MAIA et
al., 2008; COSTA et al., 2009). Quando manejados adequadamente, o adubo organico, aumenta
o rendimento de graos, a fertilidade do solo, diminuem o potencial poluidor, tornando-se um
importante fator agregador de renda (CHOUDHARY et al., 1996).

A adubacdo mineral também é considerada uma fonte essencial de nutrientes e Maia et
al. (2008) defendem também, a importancia de se estudar o efeito da adubacdo mineral, pois
nem sempre 0s adubos organicos estdo disponiveis e, as vezes, dependendo da fonte, seu custo
pode ser alto como, o himus de minhoca, por exemplo. Vale ressaltar as vantagens do adubo
mineral, visto que os mesmos atendem as necessidades nutricionais imediatas das plantas
guando estas estdo em pleno desenvolvimento vegetativo. Ao testar a influéncia de diferentes
tipos de adubacdo organica associadas com a mineral em H. suaveolens, Maia et al. (2008)
afirmaram ter obtido resultados satisfatdrios para o desenvolvimento da espécie.

Diante do exposto, fica evidente a influéncia das condi¢des ambientais e nutricionais no
rendimento do 6leo essencial de H. suaveolens. Mesmo havendo variacBes em funcdo da
localizagdo geogréfica, e dos maltiplos fatores, o rendimento do 6leo em relacao a outras plantas
medicinais ainda é considerado baixo, visto que em funcdo das importantes propriedades
farmacoldgicas da espécie ha perspectivas para extracdo de seu 6leo em larga escala.
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ESTRESSE HIDRICO E ADUBACAO NA PRODUCAO DE BIOMASSA E OLEO
ESSENCIAL DE Hyptis suaveolens (L.) POIT

Resumo: Hyptis suaveolens (L.) Poit., € uma planta produtora de 6leo essencial de alto potencial
terapéutico, no entanto, a producdo de biomassa e metabdlicos podem variar em funcéo da adubacéo
e disponibilidade hidrica. Objetivou-se testar o estresse hidrico e adubacéo na producdo de biomassa
e 0leo essencial de H. suaveolens (l.) POIT. Em experimento fatorial (3x3), plantas de H. suaveolens
foram cultivadas em trés substratos de cultivo: solo natural (sem adubacéo), solo natural + NPK e
solo natural + esterco de aves e trés disponibilidades hidricas: 100, 50 e 25 % da capacidade de campo
(CC). Aos 30 dias, apos o plantio foram avaliados massa seca da parte aérea e radicular, relacéo
raiz/parte aérea, altura, diametro do caule, teor relativo de dgua na planta, clorofilas, proteina, prolina,
carboidratos, conteudo de nutrientes N, P e K no tecido vegetal e rendimento do éleo. A adubacao
com esterco de aves, favoreceu todas as variaveis de crescimento, nas disponibilidades hidricas de
100 e 50 % da CC. A massa da raiz seca, teve melhor desenvolvimento quando cultivada em substrato
natural + NPK. As variaveis bioguimicas, tiveram seus teores aumentados em funcéo da adubacéo
organica. A prolina e os carboidratos foram mais elevados em plantas cultivadas em solo sob o regime
hidrico de 25 % CC. Os substratos com esterco de aves elevaram os teores de N e K foliar e as plantas
com maiores teores de P foliar foram cultivadas em solo natural com NPK comercial. O teor de N (na
parte aérea) e 0 K (na raiz), aumentaram nas plantas cultivadas sob estresse hidrico. O melhor

rendimento do 6leo foi proporcionado pela adubagdo com esterco de aves.

Palavras-chave: bamburral, fertilidade do solo, disponibilidade hidrica, esterco de aves.

WATER STRESS AND FERTILIZER ON BIOMASS YIELD AND ESSENTIAL OIL OF Hyptis
suaveolens (L.) POIT

Abstract: Hyptis suaveolens (L.) POIT, is an essential oil producing plant with high therapeutic
potential, however, the biomass yield and metabolic may variate according to the availability of
fertilizer and water. The objective was to evaluate the water stress and fertilization in biomass yied
and essential oil H. suaveolens (l.) POIT. In factorial experiment with (3x3), H. suaveolens plants
were cultivated in three cultivation substrates: natural soil (without fertilization), natural soil + NPK
and natural soil + manure of chicken and three water availabilities: 100, 50 and 25 % of fied capacity
(CC). 30 days after planting was evaluated mass shoots and dry roots, root / shoot ratio, height,

stem diameter, relative water content in the plant, chlorophyll, protein, proline, carbohydrate nutrient
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content N,P an K in plant tissue and oil yield. The fertilization with poultry manure, favored all growth
variables in the water availability of 100 and 50 % of CC. The root dry mass, showed better
development when cultivated in substrate natural + NPK. Biochemical variables had their levels
increased as a function of organic fertilizer. Proline and carbohydrates were higher in plants cultivated
in soil under the water regime of 25 % DC. Substrates with poultry manure increased the contents of
N and K leaf, plants with higher leaf P sectors were cultivated in natural soil with commercial NPK.
The N content (shoots) and K (the root), increased in plants cultivated under stress. The best oil yield

was provided by poultry manure.

Keywords: bamburral, soil fertility, water availability, poultry manure

INTRODUCAO

H& muito tempo, as plantas medicinais vém sendo utilizadas pelo homem como um recurso
natural valioso. O uso da fitoterapia, no tratamento de doencas tem despertado o interesse da
comunidade cientifica no desenvolvimento de pesquisas, visando principalmente 0 aumento da
produtividade de plantas medicinais, sem comprometer os principios ativos. Contudo ha uma
preocupacgao em promover o uso racional de plantas medicinais, levando em consideragdo as préaticas
médicas tradicionais e o rigor cientifico no cuidado a satde (SILVA, 2010).

Estudos que prezem a conservacdo e manejo agronémicos de muitas espécies tornam-se
necessarios devido &s poucas informacGes sobre o cultivo de plantas medicinais na literatura. No
entanto, sabe-se, que a producdo de biomassa e sintese de principios ativos nas plantas medicinais
dependem de vérios fatores, entre eles 0s genéticos e ambientais, incluindo os estresses bidticos e
abioticos (SALES et al., 2009).

A agua com os nutrientes tem influéncia direta na qualidade e quantidade dos constituintes
bioativos produzidos pelas plantas medicinais (MAPELI et al., 2005). As boas condicdes hidricas,
garantem excelentes desempenhos no estagio vegetativo (MEIRA et al., 2013). Contudo, estudos que
busquem espécies que garantam um bom desenvolvimento com baixo custo de &gua, sem
comprometer a produtividade e rendimento de éleo essencial em plantas medicinais sdo de extrema
importancia (MAIA et al., 2008; MEIRA et al., 2013).0 suporte nutricional, também tem sido um
dos principais fatores responsaveis pelo aumento de produtividade em plantas (MAIA et al., 2008) e
a adubacdo organica, alem de fornecer nutrientes, proporciona beneficios na estrutura fisica e quimica
do solo (ROSAL et al., 2011).

A familia Lamiaceae inclui aproximadamente 258 géneros e 7.193 espécies, sendo 40 % delas

com propriedades aromaticas (MALENDO et al., 2003). Dentre os géneros, destaca-se Hyptis, rico
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em espécies de grande importancia econdmica e etnofarmacoldgica (FALCAO; MENEZES, 2003).
Hyptis suaveolens (L.) POIT. é uma espécie anual, produtora de 6leo essencial rico em mono e
sesquiterpernos (Martins et al., 2006). E conhecida vulgarmente como bamburral, erva-canudo,
sambacoité, alfazema-brava, alfazema-de-caboclo, salva-liméo e alfavacdo (LORENZI: MATTOS,
2002). Esta espécie tem sido muito estudada devido ao seu 6leo essencial, que apresenta uma elevada
atividade antiflngica, antibacteriana, anticarcinogénica e acdo anti-séptica (MALELE et al., 2003;
MOREIRE et al., 2010), além de apresentar atividades nematicida e larvicida, devido a presenca de
D-limoneno e mentol (FALCAO: MENEZES, 2003). Na medicina popular tem sido utilizada como
antitussigeno, sudoriferas, antiespasmodicas e Uteis no tratamento da gota (CORREIA, 1984).
Também tem sido uma alternativa promissora no combate as larvas e aos mosquitos Aedes albopictus
e Aedes aegypti (NOEGROHO: SRIMULYANI, 1997; CONTI et al., 2012).De maneira geral, sdo
poucas as informac6es disponiveis do ponto de vista agrondmico que evidenciem o comportamento
das plantas medicinais, arométicas e condimentares quando submetidas as técnicas de producao
agricola (PRAVUSCHI et al., 2010) e para essa espécie, o estudo agrondmico torna-se necessario,
visando incrementar a biomassa e consequentemente a producéo de 6leo essencial, cujos constituintes
ativos sdo importantes do ponto de visto farmacologico (MAIA et al., 2008; VIJAY et al., 2011).

Levando-se em consideracdo a capacidade de adaptacdo da H. suaveolens em resposta as
condigdo hidrica e o aporte nutricionais do solo, torna-se relevante averiguar a influéncia desses
fatores na possiblidade de a aumentar a producdo de biomassa e o teor de déleo essencial. Neste
sentido, objetivou-se testar o estresse hidrico e adubacdo na producdo de biomassa e 6leo essencial
de H. suaveolens (L.) POIT.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Universidade do Estado do Rio Grande do Norte — UERN, durante
0s meses de Fevereiro a Marco de 2015, em casa de vegetacdo, protegida com malha branca tipo
sombrite com 70 % de atenuacdo da radiacdo solar. Durante o periodo experimental, a temperatura
média da casa de vegetacao foi de 35,5°C e umidade relativa do ar de 69,4 %. O solo utilizado no
experimento foi coletado na camada superficial de 0,02 m de profundidade no mesmo local de
ocorréncia da especies estudada, proximo a UERN (05°12° 10 S e 37°18' 57 W) no municipio de
Mossord/RN, e classificado como Neossolo Quartzarénico.

O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado, perfazendo um
fatorial de (3x3) com trés tipos de substrato e trés capacidades de campo (CC), contabilizando nove
tratamentos com oito repeti¢cdes cada e uma planta por parcela. Os tratamentos constituiram-se de trés

substratos de cultivo: Solo natural (SN); SN + adubacdo mineral (NPK) e SN + esterco de aves, e trés
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disponibilidades hidricas: 100, 50 e 25 % da CC. O esterco de aves foi proveniente de uma granja de
galinha poedeiras, localizada no municipio de Mossoro, o qual foi curtido por 90 dias e em seguida
seco, peneirado e misturado ao material de solo. Apos preparados, os substratos foram caracterizados

quanto aos aspectos fisicos e quimicos, conforme Embrapa (1997), dados apresentados na (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas das amostras dos substratos de cultivos no inicio do
experimento. Mossoré/ RN, 2015

Atributos Substratos
Solo Natural (SN) SN + NPK SN + AVE

Textura Avreia franca Areia franca Avreia
Silte (g kgl) 138,5 107,5 78
Argila (g kg?) 37,3 29,7 18
Areia (g kg?) 824 861,5 903
DA g.cm3 1,53 1,56 1,48
ST (ppt) 39,4 46,2 204
STD (ppt) 74,8 88,0 232
N (g kg 0,63 0,77 0,63
pH (H20) 5,30 5,50 8,20
Mat.Org (g kg?) 15,98 16,20 18,61
P (mg/dmd) 37,4 11,5 378,5
K* (mg/dmd) 156,9 130,6 3642,6
Na* (mg/dm?3) 91,9 60,5 11924
Ca?* (cmolc/dm3) 3,70 3,70 2,50
Mg?* (cmolc/dms3) 2,10 2,10 3,20
AIR* (cmolc/dm?3) 0,05 0,05 0,00
H+AI (cmolc/dm?3) 1,16 1,32 0,00
SB (cmolc/dms3) 6,60 6,40 20,20
t (cmolc/dm3) 6,65 6,45 20,20
CTC 7,76 7,72 20,20
V % 85 83 100
m % 1 1 0
PST % 5 3 26

O pH em &gua foi determinado na relagéo solo/agua de 1:2,5. Os elementos P, Na* e K* foram extraidos com o extrator Mehlich-1 na
relagdo solo/extrator de 1:10. O Ca?*, Mg?* e AI** foram extraidos com KCL 1mol/L na relagio solo/extrator de 1:10. (H+Al) = acidez
potencial extraida com acetato de Calcio 0,5mol/L na rela¢do solo/extrator de 1:15. SB = Soma de bases. t = CTC efetiva. CTC =CTC
do solo ou CTC a pH 7,0. V =Saturagdo por bases. m = Saturagdo por aluminio. PST = Percentagem de sddio trocavel. Salinidade total
(ST), Solidos totais dissolvidos (STD) e Densidade aparente (DA).

As plantas utilizadas foram provenientes de sementes, cultivadas em recipientes de polietileno
com capacidade para 250 mL, contendo como substrato SN. Aos 20 dias apds o plantio, as mudas de
H suaveolens foram transplantadas para vasos com capacidade para 8L contendo seus respectivos
substratos. Apo6s o estabelecimento, as mesmas foram submetidas ao regime de regas diarias de
acordo com a disponibilidade hidrica (100, 50 e 25 % da CC) de cada tratamento. A capacidade de
campo em vaso foi estabelecida mediante o método de capilaridade, onde 0s vasos, com peso
conhecido, contendo o0s substratos secos foram pesados em seguida colocados num recipiente maior

contendo agua em volume conhecido que ascendeu por capilaridade para satura¢do do substrato. Ao



124
125
126

127

128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156

44

atingir a saturacdo completa do nivel superior dos substratos nos recipientes foi determinada a

“capacidade de campo” a partir da seguinte equagéo 1.

__ (PSH+PE)—(PSS+PE) X
- PSS

cc 100 Eq.l

Em que CC = capacidade de campo % em peso, PSH = Peso do solo tmido (g), PE = Peso do
recipiente no momento da pesagem (g), PSS = Peso do solo seco (g).

Para manutencdo da CC, as plantas foram pesadas diariamente em balanca digital, para
reposicdo de &gua mantendo-as nas capacidades maxima de retencdo de agua de cada tratamento. Nos
tratamentos com adubacdo quimica, foi adicionado ao solo 1,54 g dm* de NPK comercial de
formulacéo 10-10-10 obtendo ao final do experimento o total de 6,16 g dm™ de NPK de acordo com
a dose de nitrogénio descrito por Maia et al. (2008). O tratamento com esterco de aves foi constituido
de solo natural + esterco de galinha curtido, na proporcéo de 3:1, respectivamente.

Um espécime de H. suaveolens (L) POIT. foi herborizado e esta depositado no Herbario
Dérdano de Andrade Lima (Herbario MOSS), sob o nimero de tombo 14888. Aos 30 dias apos o
estabelecimento do regime de regas, deu-se inicio as avaliacdes de crescimento de plantas, sendo
todas as analises realizadas em triplicata. As variaveis avaliadas foram: massa seca da raiz (MSR) e
parte aérea (MSPA), obtidas a partir da secagem do material vegetal em estufa de circulacdo forcada
de ar a 70 °C; altura de plantas (ALP), medida com auxilio de uma fita métrica; diametro do caule
(DC), tomado com auxilio de um paquimetro; relacdo raiz/parte aérea (R/PA), calculada segundo
Benincasa (1988); teor relativo de agua (TRA), obtido segundo Slavick (1979); niveis de prolina, de
acordo com Bates et al. (1973); niveis de clorofilas a, b e totais, pelo método de Welburn (1994);
proteinas totais de acordo com Khan e Robinson (1994) quantificadas pela metodologia de Bradford
(1976) e carboidratos totais, segundo Dubois et al. (1956).

Foram avaliados ainda os niveis de nutrientes (N, P e K), sendo a quantificacdo de P e K nas
folhas e raizes, pelo método de digestdo Umida, de acordo com Plank (1992), a determinacéo do P foi
baseada no método amarelo de vanadato (EMBRAPA, 2000) e a quantificacdo do potassio por
espectrofotometria de absor¢do atdbmica; a determinacdo do nitrogénio total obedeceu ao método de
Semi-micro Kjeldahl (AOAC,1990) e a quantificacdo foi realizada por espectrofotometria conforme
descrito por Baethgen e Alley (1986). O rendimento do 6leo essencial de H. suaveolens (OEHS)
também foi avaliado e para tanto, a extracdo do OE foi realizada pelo processo de hidrodestilagdo em
aparelho de Clevenger, modificado utilizando-se toda biomassa por planta, em 2 L de agua destilada

aquecida por 2h. O rendimento do 6leo foi calculado por meio da Equacéo 2.
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T % = M.oe(g)/MF(g) * 100 Eq.2

Em que T % é o Teor do 6leo em porcentagem, M.oe é a massa do 6leo em g dividida por MF
(9) que ¢é a massa fresca da folha multiplicada por 100. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia ANOVA e suas médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5 % de significancia com o

auxilio do software estatistico Assistat® versdo 7.7.

RESULTADOS E DISCUSSAO
De acordo com a ANOVA houve interacdo significativa entre os fatores estudados para as
variaveis MSPA, ALP e DC (p < 0,01) e pararelagdo R/PA (p < 0,05). Para MSR os resultados foram
significativos para ambos os fatores, de forma isolados e o0 TRA para o fator adubacéo (Tabela 2 e
3).

Tabela 2. Resumo das analises de variancia das caracteristicas avaliadas de massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR) e relacdo raiz/ raiz parte aérea (R/PA) em plantas de Hyptis
suaveolens submetidas a adubacéo e diferentes regimes hidricos. Mossor6. RN, 2015

Valores de F
FVv GL MSPA (g) MSR (g) R/Pa
Adubacao (F1) 2 147,8646** 6,7967** 21,0540**
Capacidade de Campo (F2) 2 4,8309* 5,7450* 3,3525 ns
F1XF2 4 7,9724** 0,8092 ns 0,1083*
Tratamentos 8 42,1601** 3,5400* 6,1558**
CV% 10,46 25,00 25,43

** significativo a nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01), * significativo a nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05), ns ndo significativo

(p > = 0,05). Valores transformados em x=Vx.

Tabela 3. Resumo de andlise de variancia para as caracteristicas avaliadas de alturas das plantas
(ALP), diametro do caule (DC) e teor relativo de agua (TRA) em plantas de Hyptis suaveolens em
funcdo da adubacdo e diferentes regimes hidricos. Mossoré/RN, 2015

Valores de F
FV GL ALP (cm) DC (cm) TRA
Adubacéo (F1) 2 50,9798** 198,7592** 6,3116**
Capacidade de Campo (F2) 2 17,3250** 9,0968** 1,71448 ns
F1XF2 4 6,2915** 6,8969** 0,7148 ns
Tratamentos 8 20,2219** 55,4125** 2,3640 ns
CV% 11,38 8,10 11,8

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01), * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05), ns ndo

significativo (p > = 0,05) CV= Coeficiente de Variacdo.
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182 De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que os maiores valores de MSPA, ALP e
183  DC foram atribuidos para interagdo dos fatores adubacdo com esterco de aves, regados diariamente
184  com 100 % da capacidade de campo, atribuindo-se médias de 74,6 g para MSPA, 49,4 cm para ALP
185 e 10,8 cm para o de DC (Figura 1A, C e D). A relagdo R/PA foi melhor no tratamento controle e
186  SN+NPK, independente da disponibilidade hidrica estudada (Figura 1B).
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189 Figura 1. Média de interagfo, para massa seca da parte aérea (A), relagdo raiz/parte aérea (B), altura da planta (C) e diametro do caule
190 (D) em plantas de Hyptis suaveolens, em funcéo da adubagéo e disponibilidade hidrica. Médias seguidas de letras mintsculas iguais

191 para adubagdo e maitsculas iguais para disponibilidade hidrica, ndo diferem pelo teste de Tukey (**P < 0,01)
192
193 O efeito benéfico do esterco de aves em H. suaveolens no aumento de MSPA, ALP e DC ja

194  foi registrado por Maia et al. (2008). Segundo esses autores o incremento de biomassa foi atribuido a
195  crescente disponibilidade de nutrientes a cultura, uma vez que o esterco de aves € bastante rico em
196  nitrogénio, fésforo e outros nutrientes, além de proporcionar melhores condi¢des quimica e fisica do

197  solo. Provavelmente, a reducdo do crescimento das plantas sob estresse hidrico severo é decorrente
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das alteragdes morfologicas ocasionadas pela baixa disponibilidade hidrica do solo, que provocam
nas plantas, decréscimo da producdo da &rea foliar, fechamento dos estdmatos, aceleragdo da
senescéncia e abscisdo foliar (TAIZ; ZEIGER, 2013).

As plantas cultivadas com substrato contendo NPK também apresentaram médias maiores que
o tratamento controle. Isso indica que H. suaveolens respondeu bem a adubagdo organica e
inorgénica, no entanto, a menor produtividade atribuida aos tratamentos com NPK, em relagdo ao
esterco de aves pode ser resultado de uma dosagem insuficiente para atender as exigéncias da cultura.
Resultado semelhante foi descrito por Willie et al. (2016) em estudo realizado com interacdo da
deficiéncia hidrica, adubacdo organica (esterco de aves) e inorganica (NPK) sob o crescimento de
quiabo. Os autores mostraram que, a 100 % de agua disponivel associada com esterco de aves ou com
NPK promoveram os maiores valores na altura (225 e 215,3 cm, respectivamente da planta). Ja
Lourenco et al. (2013) obtiveram maior producdo de matéria seca da parte aérea e radicular em
feijoeiro, com fertilizantes minerais (NPK), por causa da maior liberacdo para o solo de N e P
disponiveis.

Quanto a relacdo raiz/parte aérea, as plantas controle e as cultivadas com contendo NPK,
mostraram um “balango funcional” maior entre a absor¢do de agua pelas raizes e 0s processos de
translocacdo dos produtos da fotossintese. Nas plantas sob adubacéo organica essa relacdo pode ter
sido afetada devido a grande quantidade de nutrientes fornecido pelo esterco de aves, que favoreceu
mais 0 aumento da parte aérea que o da raiz. Resultados distintos foram demostrado por Corréa et al.
(2009), em que relacdo de R/PA nao foi influenciada pela adubacédo avicola.

Com relacdo aos valores de massa seca da raiz (MSR), verificou-se influéncia apenas para 0s
fatores isolados. As maiores médias do crescimento radicular foram obtidas nas plantas cultivadas
em substrato adubado com NPK (3,6 g) (Figura 2A) e pela capacidade hidrica de 100 % (3,5 g) de
MSR, sendo este valor reduzido com a diminuicdo da disponibilidade de dgua (Figura 2B). Os baixos
valores de MSR, nos tratamentos com solo natural (controle) e os contendo esterco de aves, podem
estar relacionados, respectivamente, a baixa fertilidade natural do solo e a grande quantidade de
nutrientes fornecida pelo esterco, visto que, tanto a falta quanto o excesso sdo prejudiciais ao
desenvolvimento radicular (MAPELLI et al., 2005). Kiehl (2010) confirma que, mesmo bem curtido,
0 esterco de aves disponibiliza o dobro de nutrientes, quando comparado ao esterco de outros animais
e grandes quantidades de nutrientes podem causar desordem no sistema radicular, e diminuir a
absorcdo destes. No entanto, em trabalho de Muhumed et al. (2014) foi observado que plantas de
milho doce tiveram a massa seca da raiz e parte aérea significativamente aumentados em funcéo da
adubac&o (orgénica e inorganica) e restri¢cdo hidrica em relacdo ao controle. Ao contrario, Scalon et

al. (2011) observaram maior crescimento radicular em condigdes hidricas favoraveis, indicando
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portanto, que a resposta a adubacéo sob condic¢des de restrigdo hidrica pode variar de acordo com o
substrato utilizado e a espécie vegetal.

A. B
4,5 A
4 - 4 b
ab
3,6 35 1
3 1 a
T 32 - T 25 -
s 5 5.
o
; 2,8 1 o 15 -
nd x 1 4
v 24 7]
= S 05
2 T O T T
AVES 100% CC 50% CC 25% CC
Adubagao Capacidade de Campo (%)
C D.
60 1 45
~~ 55 T 4 d
X —~
S i L i
< 50 S 3,5
\c% 45 ~ . 3
L 40 A g 2,2 I
S 35- g 2]
E £ 15
8 30 T § 1 i
5 25 A > 05 -
(¢b]
=20 0
AVES AVES
Aduba(;ao Adubagao

Figura 2. Média dos fatores isolados para massa seca da raiz, fator adubagdo **(A), massa seca da raiz, fator disponibilidade hidrica*
(B), teor relativo de agua** (C) e proteinas totais* (D) em plantas de Hyptis suaveolens, em funcdo da adubacdo e diferentes regimes
hidricos. Letra iguais nas colunas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a ** (p<0,01) e * a (P < 0,05).

Observando as Figuras 1A e 2A, percebe-se que as plantas cultivadas em esterco de aves
obtiveram os maiores valores de MSPA e menores valores de MSR, reforcando a ideia de que a
particdo de fotoassimilados favoreceu o desenvolvimento de parte aérea. Campos et al. (2015)
encontraram resultados satisfatorio ao avaliarem o comportamento vegetativo de plantas de girassol
adubadas com NPK sob diferentes condic¢des hidricas. Eles ressaltaram que as maiores doses de No,
0P20s5 e K20, e maior contetdo de &gua disponivel no solo proporcionaram os maiores indices de
crescimento.

Para o teor relativo de 4gua (TRA), verificou-se que as plantas cultivadas com NPK e esterco

de aves, apresentaram reducdo desta varidvel independentemente das disponibilidades hidrica
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estudada. Em contrapartida o substrato natural (controle) proporcionou o TRA mais elevado,
independentes das condi¢bes hidricas estudas (Figura 2C). Esses resultados também foram
observados por Lenhard et al. (2010) ao estudarem o crescimento inicial de mudas de pau ferro, sob
diferentes regimes hidricos. Esses autores relatam que TRA, néo foi influenciado por nenhum dos
regimes hidricos aos quais as plantas foram submetidas.

Nas andlises bioquimicas, houve interacéo significativa dos fatores para as variaveis prolina
livres e carboidratos totais (p <0,01) e para proteinas totais (P < 0,05) somente para o fator adubacéo
(Tabela 4). As plantas cultivadas em solo enriquecido com adubacédo organica (esterco de aves)
apresentaram 0s maiores niveis de proteinas totais, quando comparado aos demais tratamentos
(Figura 2 D), contudo, néo foi observado a influéncia da disponibilidade hidrica nessa variavel. Tais
resultados podem estar relacionados as melhores condi¢des quimicas e bioldgicas proporcionadas
pela adicdo do esterco de aves ao solo (Tabela 1). De acordo com Hoffmann et al. (2001) e Silva et
al. (2004) além melhorar as propriedades fisicas do solo, a adubacéo organica fornece nutrientes para
as plantas; melhora a microbiota do solo; aumenta o teor de matéria organica, a retencdo de agua e a

capacidade de troca de cation no solo.

Tabela 4- Resumo de andlise de varidncia para os teores de prolina livre, carboidratos sollveis totais
e proteinas totais em plantas de Hyptis suaveolens sob efeito da interacdo da adubacdo e
disponibilidade hidrica. Mossor6/RN, 2015

Valores de F
FV GL Prolina Livre Carboidratos Totais Proteinas Totais
Adubacdo (F1) 2 64,5328** 24,7349** 4,7049*
Capacidade de Campo (F2) 2 36,7923** 33,6845** 2,8461 ns
Interacdo F1 x F2 4 15,7570** 11,3040** 1,7011 ns
Tratamentos 8 33,2098** 20,2569** 2,7383*
CV% 22,4 22,4 12,7

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01), * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05), ns ndo

significativo (p > 0 ,05) CV= Coeficiente de Variacdo

As plantas podem ser moduladas por vérios fatores ambientais e em condicGes de estresse,
respondem de diversas formas, dentre elas a sintese de osmorreguladores (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Ao verificar os teores de prolina livre (2,5 a 3,9 pMg MF) e carboidratos (26,2 a 43,4 mg mL™),
observou-se acumulo crescente desses solutos nas plantas cultivadas com esterco de aves a medida
que a disponibilidade de 4gua no solo diminuiu de 50 a 25 % (Figura 3). O aumento na sintese desses
solutos, é uma resposta ao baixo teor de agua nos tecidos foliares (Figura 2 C) que pode estar

relacionado a ag&do conjunta do estresse hidrico provocado pela baixa disponibilidade hidrica no solo
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e ao estresse osmotico, causado pela grande quantidade de Na* presente no esterco de aves (Tabela
1).

A. B. mSN NPK ®mAVES
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Figura 3. Interacdo do estresse hidrico e adubagdo nos teores de prolina livre (Proiivre) (A) e carboidratos soltveis totais (CST) (B) em
plantas de Hyptis suaveolens. Colunas seguidas de letras minusculas iguais para adubagdo e mailsculas iguais para disponibilidade
hidrica, ndo diferem pelo teste de Tukey (**P <0,01).

Embora a H. suaveolens seja uma espécie que apresente mecanismo de escape a Sseca,
completando todo seu ciclo de vida na estacdo chuvosa, em situacdes de estresse hidrico apresentou
capacidade de sobrevivéncia por meio do ajuste osmotico, estabelecido mediante os altos teores de
prolina e carboidratos nos tecidos foliares. Esses resultados estdo de acordo com Monteiro et al.
(2010) que relataram que o estresse hidrico e salino em plantulas de guandu, promoveram acimulo
crescente de prolina, tanto na parte aérea como na raiz. Da mesma forma, Maia et al. (2007),
estudando a resposta de plantas de milho sob estresse hidrico, observaram altos teores de prolina e
carboidratos em suas folhas. Para H. suaveolens a presenca do esterco de aves favoreceu o
desenvolvimento das plantas apenas sob 100 % da CC. Através da Figura (LA) comprova-se que a
medida que a quantidade de &gua diminuiu provocou decréscimo na biomassa de parte aérea. A alta
concentracdo de Na* no esterco, provavelmente desencadeou estresse osmotico no solo dificultando
a absorc¢éo de agua pela planta.

A produgéo de pigmentos fotossintéticos, sob condigdes de estresse hidrico é particularmente
afetada, pois a perda de clorofila provoca declinio progressivo na capacidade das plantas de absorver
energia luminosa para sintese de fotoassimilados (SILVA et al., 2014). No entanto, ndo foi observado

influéncia negativa do estresse hidrico na sintese desses pigmentos, mesmo nas plantas adubadas com
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esterco de aves, para as quais se atribuiu menor TRA e maior ajuste osmatico. Os maiores valores de
clorofila a, b e totais foram observados nas plantas tratadas com adubo orgéanico independentemente

das condigdes hidricas (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo das anélises de variancia, médias e erro-padrdo dos teores de clorofilas a, b e totais
em plantas de Hyptis suaveolens submetidas a adubacéo e diferentes regimes hidricos. Mossor6/RN,
2015

Valores de F (Pigmentos Fotossintéticos (ug g* MF))

FV GL Clorofila “a” Clorofila “b” Clorofilas Totais
Adubacéo (F1) 2 7,5073** 4,1014* 9,9238**
Capacidade de campo (F2) 2 3,8652 ns 0,5225 ns 1,8624 ns
F1 X F2 4 1,2151 ns 0,8532 ns 0,9372 ns
Tratamentos 8 3,4507* 1,5826 ns 3,4152 ns
Médias+ Erro Padréo

Solo Natura (SN) 24,8 b+ 69,4 13,1 b+ 35,8 28,2b+97,2

Adubacéo SN+ NPK 29,3 ab +92,2 17,5ab + 46,0 345ab +102,5

SN+AVES 36,0 a+202,8 19,6 a 76,9 415a+218,1

CV% 20,56 29,23 18,29

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem-se pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05). Valores

transformados em x=\x

Corréa et al. (2009), em estudo com adubacdo organica (aves e bovino) observaram um
aumento significativo nos teores de clorofilas a e b em plantas de orégano, em funcdo desse tipo de
adubacdo. De acordo com esses autores esse aumento foi devido a maior disponibilidade de nutrientes
como nitrogénio e magnésio na solucdo do solo, os quais fazem parte da estrutura da molécula de
clorofila. Costa et al. (2008) também observaram aumentos nos teores de clorofilas, estudando
adubacdo organica em Ocimun selloi Benth. Para o presente estudo observou-se que tanto o esterco
de aves quanto o NPK, foram favoraveis ao desenvolvimento de H. suaveolens. Contudo, a adi¢do da
adubagio organica sobressaiu-se, por promover maior disponibilidade de nutrientes para as raizes. E
importante reforcar que as plantas adubadas com esterco e sob estresse hidrico, embora tenham
apresentado niveis de clorofila superiores em relagdo as dos demais tratamentos nas mesmas
condi¢es hidricas, apresentaram menor MSPA e MSR. Esse resultado pode ser atribuido ao fato de
que as plantas adubadas com esterco de aves tiveram que se ajustar osmoticamente por causa da
grande quantidade de Na* retido nesse composto e esse ajustamento requer energia, que em geral é
desviada da producéo de biomassa.

Incrementos nos teores de clorofila em espécies arboreas apds serem submetidas ao estresse

hidrico, foram observados por Liu et al. (2011) e esse resultado, segundo 0s autores, podem estar
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326 relacionados ao processo de ajuste osmotico que juntamente com outros processos fisioldgicos
327  garantem a sobrevivéncia do vegetal a situacfes hidricas adversas.

328 Quanto ao acumulo de nutrientes foliar e radicular houve interacdo entre os fatores para os
329 teores de N e P (p < 0,05) (Figura 4A e B). O nivel de K foi superior na parte aérea somente em

330 funcdo da adubacdo (Figura 5A).
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333 Figura 4. Interacdo da disponibilidade hidrica e substrato de cultivo para os teores de nitrogénio total (Ntotal) (A) e fosforo total Protal
334 (B) na parte aérea de plantas de Hyptis suaveolens. Médias seguidas de letras mindsculas iguais para adubacéo e maiusculas iguais
335 para disponibilidade hidrica, néo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05). As barras nas colunas indicam o erro-padréo da média

336

337 Para os teores de P na raiz, houve diferenca (p < 0,01) apenas para o fator adubacdo. Quanto
338 ao conteudo de K radicular, observou-se significancia (p < 0,05) somente para a disponibilidade
339  hidrica (Figura 5D e B).

340 A incorporacdo do esterco de aves ao solo, proporcionou as plantas de H. suaveolens maiores
341  teores de N foliar (0,9 mg mL™) quando mantida sob menor restrigdo hidrica 25 % CC (Figura 4A).
342  Para os demais tratamentos os niveis desse nutriente foram semelhantes, ndo havendo diferenca,
343  quando em boas condicdes hidrica. A analise fisico-quimica dos substratos (Quadro 1) demostra que
344  os niveis de N foram semelhantes nos tratamentos sem adubacdo e com adubacao organica, havendo
345  uma pequena diferenca nos tratamentos com NPK. Contudo, mesmo sob condicdes hidricas limitadas,
346 0 esterco de aves forneceu a H. suaveolens, maiores acimulos de N foliar. Tal resultado pode ser
347 justificado pelo acimulo de compostos nitrogenados como a prolina, cujo nivel foi elevado nas
348  plantas desse tratamento. Resultado parecido foi observado em trabalho de Andrade (2011) onde
349 aumentos nas doses de nitrogénio e potassio contribuiram para amenizar os prejuizos do estresse

350 hidrico em plantas cafeeiros jovens.
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Figura 5. Teores de potassio na parte aérea * (A) e nas raizes *(B), rendimento do 6leo essencial** (C) e concentragdo de fosforo total
nas raizes ([Protal]raiz) **(D) em plantas de Hyptis suaveolens sob influéncia da adubacéo e disponibilidade hidrica. Letra iguais nas

colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a ** (p<0,01) e * a (P < 0,05). As barras nas colunas indicam o erro-padrdo da média.

Quanto aos niveis de P na parte aérea, os maiores teores foram proporcionados pelo substrato
contendo adubacdo organica e inorganica em todas as capacidades hidricas estudas, com excecéo do
tratamento SN mantido com 100 % CC (Figura 4B). No entanto, observou-se uma leve queda do P
com a diminuicdo do potencial hidrico do solo nas plantas cultivadas com NPK, embora ndo tenha
havido diferenca estatistica entre os tratamentos. De acordo com Dominghetti et al. (2014) isso
ocorre, devido a menor difusdo do P da solucéo do solo para as raizes. O nivel de P das raizes foi
significativamente mais elevado nas plantas tratadas com esterco de aves (Figura 5D).

Cunhaetal. (2012) relataram aumento no teor de N na parte aérea das plantas de capim-limao

adubadas com esterco bovino sob baixo condigdes hidricas, enquanto os teores de K foram elevados
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em fungdo da adubacéo bovina sob boas condigfes hidricas. Por outro lado, Moreira et al. (2005)
obtiveram excelentes resultados utilizando adubacdo nitrogenada e fosfatada em Calendula
officinalis. Segundo esses autores a adi¢cdo de N e P inorganico aumentaram 0s teores desses
nutrientes na parte aérea e nos capitulos florais. Silva et al. (2001) em estudo sobre o efeito do
nitrogénio e potassio na nutricdo do pimentdo cultivado em ambiente protegido, observaram que o N
proporcionou 0 acimulo de nutrientes na parte aérea, ao final do ciclo de cultivo e que o K contribuiu
para a absor¢do de nutrientes, somente quando presente em baixas concentracdes no solo.

Embora ndo tenha havido interacdo significativa entre os fatores de estudo para os teores de
K foliar, observou-se que ambos tratamentos com adubagdo mantiveram os maiores valores desse
nutriente (24,2 g kgt MF) para os substratos contendo esterco de aves e (22,3 g kg™t MF) para os
substratos contendo adubacdo inorganica. Por outro lado, as plantas cultivadas sem adubacao
obtiveram os menores valores (18,8 g kg™t MF) desse nutriente (Figura 5A). A elevacio nos teores de
K no tecido foliar, pode estar relacionado ao processo de osmorregulacdo celular, visto que o K
participa ativamente no processo de expanséo celular e a abertura e fechamento dos estdmatos. Além
disso, em condic¢des de estresse hidrico, a planta tem a demanda por potassio aumentada, para manter
a fotossintese e proteger os cloroplastos de danos oxidativos (CAKMAK, 2005).

Quanto aos teores de K na raiz (Figura 5B), observou-se incremento desse nutriente em funcéo
da menor disponibilidade hidrica (25 % CC). Tais resultados podem estar atrelados a baixa umidade
do solo, e aos altos niveis desse nutriente nos substratos de estudo, sugerindo que o menor teor de
umidade no solo imposto as mudas dificultou a alocacdo desse nutriente para as demais partes da
planta, consequentemente favorecendo o acimulo nos tecidos radiculares. Resultados distintos foram
descritos por Rosolem et al. (2003), onde verificou-se que a &gua do solo, desde que ndo seja limitante
ao crescimento da planta, o estresse hidrico ndo interfere nos mecanismos de transporte de K para o
tecido radicular.

O rendimento do 6leo de H. suaveolens (OEHS) mostrou-se significativo somente para o fator
adubacdo, sendo o esterco de aves o que possibilitou maior percentual de 6leo produzido (0,17 %)
em relacgdo as plantas cultivadas com NPK (0,13 %) e o controle (0,12 %) (Figura 5C). Esse resultado
esta relacionado ao aumento de biomassa da parte aérea e foi superior ao encontrados por Silva et al.
(2003) que estudando o rendimento do 6leo da mesma espécie, obtiveram 0,037 % de rendimento
total por planta. Rendimento maior, foi descrito por Zoghbi et al. (2008) que também estudando H.
suaveolens, obtiveram valores que variaram de 0,5 a 0,1 % de 6leo. Varios relatos com outras espécies
também afirmam que a adubagdo orgénica favorece a producgéo de dleo essencial por estar atrelada a
uma maior producdo de biomassa (Silva et al., 2003; Castro et al., 2007; Costa et al., 2008). No
entanto, em estudo de Pinto et al. (2014) verificou-se que o estresse em diferentes intervalos de
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irrigacdo sobre capim-limdo, aumentou a produgdo do Gleo essencial, embora, ndo tenha gerado
diferencas na produtividade de matéria seca e altura das plantas. Também foi observado o incremento
de 6leo essencial em plantas de capim-citronela sob adubacdo quimica (SEIXAS et al., 2013).
Embora as condi¢des de estresse hidrico do presente estudo ndo tenham favorecido o aumento
no rendimento do dleo, sabe-se que a H. suaveolens é bastante sensivel as condi¢es hidricas no solo.
Nesse sentido, tornam-se necessarios estudos em campo, sob um maior tempo de estresse ou apos a

formacdo das inflorescéncias que também apresentam teores de 6leos essenciais.

CONCLUSOES

A adicdo do esterco de aves ao solo proporcionou as plantas de Hyptis suaveolens melhores
condicdes de crescimento, expressado com maiores valores de biomassa seca de parte aérea, quando
em condicdes hidricas favoraveis (100 e 50 % da CC)

Os teores de proteinas totais, clorofilas a, b e totais aumentaram em funcao da adubacao organica
e inorganica.

Os teores de prolina e carboidratos foram mais elevados, nas plantas com estresse hidrico mais
Severo.

A adubacdo orgénica é recomendada para a espécie como fonte de nutrientes, no entanto, sob
boas condices hidricas (50 e 100 %).

Em funcdo da maior producdo de biomassa, a adubacdo organica proporcionou melhor

rendimento do 6leo essencial.
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APENDICE A- DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE CAMPO DO VASO

e Capacidade de campo estimada

Para a determinacdo da capacidade de campo (CC) tomou-se uma amostra de cada tratamento,
a qual se constituiu de trés vasos com capacidade para oito litros, contendo o volume de 9 kg de
substrato completamente seco. Os substratos foram transferidos para os respectivos recipientes, onde
tiveram seus pesos conhecidos, antes e apos, a distribuicdo do solo seco, tomando o cuidado de
desprezar o peso do vaso. Em seguida os vasos contendo os substratos foram colocados num
recipiente maior contendo agua em volume conhecido que ascendeu por capilaridade para saturacao
do substrato. Ao atingir a saturacdo completa do nivel superior dos substratos nos recipientes foi

determinada a “capacidade do vaso” a partir da seguinte equacédo 1.

__ (PSH+PE)—(PSS+PE) x

cc PSS

100 Eq. 1

Onde:

CC = capacidade de campo % em peso;

PSH = Peso do solo umido (g);

PE = Peso do recipiente no momento da pesagem (g);

PSS = Peso do solo seco (Q).

Apds o estabelecimento das mudas nos vasos, as mesmas foram pesadas diariamente, obtendo-se,

assim, a referéncia para manutencdo da umidade (100, 50 e 25% da capacidade do vaso)

APENDICE B- DESCRICAO DAS ANALISES BIOQUIMICA

Determinacdo de Prolina

Para quantificacdo dos niveis de prolina livre, utilizou-se 0,5 mg de folhas frescas, colhidas
entre 6 e 7 horas da manha. O material fresco foi macerado em gral de porcelana, contendo 10 mL de
acido 5- sulfosalicilico a 3% (p/v) e em seguida centrifugado a 2600 rpm durante 6 min. Adicionou-
se a tubos de ensaio com tampa, 3,0 mL do sobrenadante, 3,0 mL de acido acético glacial PA e 3,0
mL de ninhidrina &cida. Em seguia, a mistura foi aquecida em banho-maria por 1 hora a 100 ° C.
Decorrido esse tempo, as amostras foram resfriadas em banho de gelo, e em seguida foi adicionado a

amostra 6 mL de tolueno (PA) para separacao das fases (Figura 1).
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Figura 1. Quantificacdo de prolina livre em folhas de Hyptis suaveolens sob influéncia da adubacéo
e estresse hidrico. Mossor6/RN, 2015.
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Fonte: Acervo de pesquisa

A leitura das amostras foi realizada em espectrofotbmetro no comprimento de onda 520 nm,

segundo Bates et al. (1973). Os dados de absorbancia foram obtidos mediante a equagéo 2.

mlL tolueno " 5

ug prolinamL?! x Eq.2

115,5ug umoll g amostra

Proteinas Totais (PT)

Para obtencdo dos teores de proteinas totais utilizou-se amostras de tecido vegetal recém
coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido a -20 °C. A extracdo proteica, deu-se a
partir da maceracédo de 0,500 g de amostras congeladas, em tampdo de extracdo (tampéo de fosfato
de potéassio) a 100 mM (pH=6,5) acrescido de 1 mM de Ascorbato. O homogeneizado foi centrifugado
a 10.000 rpm durante 30 min para obtencdo do extrato bruto (KHAN E ROBINSON, 1994). Para a
quantificacdo de proteinas totais utilizou-se 50 puL da amostra e 4 mL de solucdo de Coomassie
Brilliant Blue, sendo em seguida efetuada a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. Para obtencao da
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concentracdo de proteinas soltveis utilizou-se uma solugdo padronizada de albumina sérica bovina

(BSA) a 100 mg mL em diferentes concentragdes: de 0,0 a 55 ug mL™.

Figura 2. Curva padrdo de Proteinas totais.
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Os célculos da concentracdo de proteinas, foi baseado no fator de calibragdo da curva padréo

utilizando a seguinte equagéo 3.

mgPT ml* = Abs proteinas * FC * FD/1000 Eqg. 3

Em que:

Abs proteinas: é a absorbancia das proteinas;
FC: fator de correcdo

FD: Fator de diluicdo

Carboidratos Totais SolUveis

A extracdo de carboidratos soluveis totais foi realizada segundo o método de Dubois (1956)
com modificagdes. Para tanto, 250 mg de material vegetal fresco foi triturado, em seguida macerado
com 5 mL de etanol a 80%. O extrato resultante foi transferido para tubo de ensaio e incubado a 80
°C em banho-maria durante 1h. Apds aquecimento as amostras permaneceram em repouso a

temperatura ambiente. Depois de frio o extrato foi centrifugado a 1500 x g, durante 5 minutos. Apds
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a centrifugacdo, 2 mL do sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio, adicionando-se a
este 2 mL de cloroférmio e 2 mL de &gua deionizada, deixando a mistura em repouso durante 45 a
60 minutos até obter a separacdo de fases, compostas por pigmentos no fundo do tubo e carboidratos
dissolvidos em meio aquoso na parte superior (Figura 3). Dessa solucdo, retirou-se uma aliquota de
500 pL a qual foi transferida para outro tubo de ensaio, em seguida adicionados 500 uL de fenol (5%)
e 2,5 mL de &cido sulfarico concentrado. O preparo foi deixado em repouso por 15 minutos a
temperatura ambiente para o resfriamento da solu¢do. Logo apos, a solucdo foi agitada em vortex e,
em seguida, realizada a medicao da absorbancia da solugdo em espectrofotdémetro (Micronal, Modelo
B572), pelo comprimento de onda a 490 nm. Para a quantificagéo de carboidratos a concentracédo foi
baseada numa curva padrao de calibracéo realizada a partir de uma solugéo aquosa de glicose a uma
concentracdo de 100 mg/100 mL (figura 4) Para o calculo da concentracdo de carboidrato, utilizou-
se a equacao obtida a partir da curva padrdo Y= (0,0069*X) + 0,0735, em que Y corresponde a

concentragdo de carboidratos e X a absorbancia obtida.

Figura 4. Curva padrdo para carboidratos solGveis totais
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Clorofilasaeb

Para obtencdo dos pigmentos fotossintetizantes amostras de material vegetal foram coletados
entre 6 e 7 horas da manha e levadas ao laboratério. Em seguida, 50 mg de folhas foram maceradas
por 2 min, em 10 mL de acetona a 80%, contendo 0,02 g de carbonato de calcio. Apos a obtencdo do
extrato, 0 mesmo foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos. As absorbancias dos pigmentos foram

quantificados em espectrofotdmetro (Micronal, Modelo B572) nos comprimentos de onda de 663 e
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645nm respectivamente. A concentracdo de pigmentos foi calculada conforme descrito por Welburn
(1994) de acordo com as equagdes 4 e 5.

Chla (Mg/MF) =12,25 (Aee3) - 2,79 (A 645) X FD Eq. 4
Chlb (ug/MF) = 21,50 (Aess) — 5,10 (Aes3) X FD Eq.5
Onde:

Aus70 = absorbancia a 470 nm;
Aess3 = absorbancia a 663 nm;
Asss = absorbancia a 645 nm;

Andlises de nutrientes.

Nitrogénio Total

A quantificacdo de nitrogénio total foi baseada na metodologia de digestdo segundo método de
Semi-micro Kjeldahl (AOAC,1990) e a determinacdo pelo método de fotocolorimetria descrito por
Baethgen e Alley (1986).

Digestao

Para a digestdo das amostras, 0,02 g de matéria vegetal desidratado foram maceradas e
homogeneizadas e em seguida foram transferidos para tubos de digestdo acrescido de 1,1 g do
catalisador (mistura de 200g de sulfato de potéssio (K2SOa), 20 g de sulfato de cobre pentahidratado
(Cu2S04. 5H20) e 2g de selénio metalico) e 1,5 mL de acido sulfarico concentrado (H2SO4).
Posteriormente os tubos foram transferidos para o bloco digestor e aquecido a temperatura constante
de 345 °C por 1h. Apos a digestdo e resfriamento, a amostra foi transferida para um baldo e seu
volume aferido para 100 mL e depois para frasco de polietileno onde ficou armazenada a temperatura
de 23 °C.

Fotocolorimetria

Para determinacdo do nitrogénio foram utilizados 500 pL da amostra digerida acrescida de
500 pL do diluente (uma solugdo contendo 22 g de catalizador, 61,1mL de acido sulfdricoa 1,1 M e
1L de &gua destilada), 5500 pL da solugdo 01 (26,8 g de fosfato de sodio dibésico, 50 g de tartarato
de sadio e potassio, 40 g de hidréxido de sodio e 1L agua destilada), 4000 pL da solugdo 02 (150 g
de salicilato de sodio, 0,30 g de nitroprussiato de sodio e 1L de agua destilada) e 2000pL da solucédo
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03 (uma mistura de 12 mL de hipoclorito de sodio a 2,5% e 100mL de agua destilada). As
absorbancias foram quantificadas em espectrofotdometro (Micronal, Modelo B572) a 650nm. A

concentragédo de N2 total foi determinada de acordo com equacgéo 6.

N2% =AxfxVd (mL) x 6,25 Eq. 6
Ve (uL) x Pa (g) x10

Em que:

A= absorbancia da amostra;

f= fator de correcéo;

Vd= volume de diluicao do digerido;

Ve = volume do digerido (mineralizado) utilizado no ensaio;

Pa = peso ou volume da amostra (Q)

Determinacéo dos nutrientes P e K Totais.

A quantificacdo do fosforo e do potassio foi baseado no método de digestao de tecido vegetal
Umida segundo Planck, (1992).

Digestdo das amostras

Para tanto, 0,50g de material vegetal desidratado (raiz e folhas)e bem homogeneizado foram
transferidos para tubos de digestao acrescido de 6 mL de HNO3z concentrado, em seguida levados ao
bloco digestor e aquecidos a 125 °C durante 1 hora. Apds esse tempo, foram adicionadas as amostras,
6 mL de H202 a 30% e aquecidos novamente por mais 1 hora a 125 °C. Ao final da digestdo, os
digeridos foram transferidos para baldes e o seu volume aferido para 100 mL. Logo ap0s, as solucBes
foram armazenadas em frascos de polietileno e refrigerados até 0 momento da leitura.

Para a quantificacdo do P, foi utilizado 1 mL da solugdo diluida da amostra acrescido de 4
mL de agua destilada e 2 mL do reativo de molibdato vanadato de amonio. Para o branco das
amostras, utilizou-se 5 mL de agua destilada acrescido de 2 mL de reativo de molibdato vanadato de
amonio. As absorbancias foram determinadas em espectrofotdmetro (Micronal, Modelo B572) a 420
nm. Para a curva de calibracdo de fésforo (P) utilizou-se a solucéo padréo de P, a partir da solucdo de
80 mg L (Figura 4).
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Figura 4. Curva padréo de Fosforo total.
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Determinagéo do K

A quantificacdo do K foi determinada por espectrofotometria de absor¢do atbmica por chama
(FAAS) modelo (Varian, SpectrAA 50), corrente de lampada 5mA, combustivel acetileno, chama
oxidante e suporte “ar”, adotando-se um comprimento de onda de 766,5 nm. Para referéncia
utilizou-se a uma curva-padrdo obtida com solugdes que continham 10 a 90 ppm de K. Os
resultados foram expressos em (mg kg*MF). As concentragdes de P e K total foram determinada de

acordo com equacéo 7

[mg.kg?] =mg.L 1 x Lkg* Eq.7
Em que:

[mg.kg?]: concentragdo em mg.kg? do extrato lixiviado ou solubilizado, considerando a diluigo;
[mg.L]: concentragdo em mg.L™ do extrato lixiviado ou solubilizado;
[L.kg 1]: relago entre o volume do extrato lixiviado ou solubilizado e a massa da amostra usada no

ensaio da lixiviagdo ou solubilizacéo.



