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RESUMO

A citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt.) € uma planta aromatica de
grande valor econémico e também muito conhecida no mundo inteiro devido a sua
propriedade repelente atribuida ao seu 6leo essencial, rico em citronelal. A
propagacao in vitro € uma boa forma de multiplicar a citronela, visto que a divisdo de
touceiras comumente empregada facilita a contaminagdo das mudas. No entanto,
existem relatos de que a citronela ndo apresenta bons resultados na propagagao in
vitro quando coletada em determinadas condi¢gdes sazonais. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da sazonalidade sobre a propagacgao in vitro da
citronela de Java, utilizando diferentes concentragbes de IBA e BAP, bem como
avaliar o rendimento do 6leo essencial para cada estagdo. Os explantes foram
coletados em cada uma das estagdes do ano e inoculados em meio MS acrescido
de combinacbes de IBA e BAP. Ao final de 30 dias foram avaliadas as variaveis:
altura (cm), numero de brotagdes, formacao de calo, oxidagado e contaminagédo de
explantes. Nas condigdes realizadas, foi observada uma boa taxa de multiplicagao
durante o verdo, sendo necessaria a adicdo somente de 1,0 mg L™ de BAP ao meio
de cultura, concomitante a isto ndo houve oxidacdo nesta estacdo. A altura dos
explantes somente apresentou resultados significativos no inverno. Tanto no outono,
como no inverno e no verao houve formagao de calo na base dos explantes, sendo
que no verdo houve também o aumento no numero de brotagdes por explante. A
oxidagcédo se deu de forma mais intensa na primavera (100% de oxidagao). Para a
contaminacdo de explantes ndo houve resultados significativos para nenhuma
estacdo, sendo, portanto, independente das condi¢cdes sazonais. A extragdo do 6leo
essencial foi realizada em cada estagdo do ano utilizando um aparelho de
Clevenger. O maior rendimento do 6leo essencial foi obtido no inverno, com média
1,37% de 6leo, sendo este 0 momento em que as plantas matrizes se encontravam
plenamente floridas. No entanto, as condicbes normais de florescimento da citronela
na regidao sul sdo durante a primavera e inicio do verdo. Na primavera e verao o
rendimento do d6leo essencial foi de 0,77 e 0,76% respectivamente. No outono foi
constatado o menor rendimento, com 0,57% de 6leo essencial.

Palavras-chave: estagées do ano, micropropagagao, 6leo essencial



ABSTRACT

Citronella of Java (Cymbopogon winterianus Jowitt.) is an aromatic plant of great
economical value, it is also well known in all over the world due to repellent
characteristics to its essential oil in citronellal. The propagation in vitro is a good
method to multiply citronella, due to the fact that the division of the citronella roots
ordinarily used facilitates the cutting contamination. However, there are reports that
citronella does not present good results in the propagation in vitro when collected in
determined seasonal conditions. Therefore, the aim of this paper was to evaluate the
effect of the seasonally about the propagation in vitro of citronella of Java, being
used different concentration of IBA and BAP, as well as evaluating the income of the
essential oil for each season. The explants were collected in each season of the year
and inoculated in MS in addition to combination of IBA and BAP. At the end of 30
days the following variants had been evaluated: Height (cm), number of shootings,
formation of callus, oxidation and contamination. In the realized conditions, was
observed a good multiplication rate during the summer, being just necessary the
addition of 1,0 mg/L™ of BAP in the medium culture, commonly to this it did not have
oxidation in this season. The height only presented significant result in the summer. It
had formation of callus in the base of the explants either in the autumn or in the
winter and in the summer, but in the summer it had a concomitant increase in the
number of shootings. The oxidation was higher in the spring. (100% of oxidation).
The contamination did not present significant results in any season, therefore,
independent from seasonal condition. The extraction of the essential oil was
accomplished in each season of the year by in Clevenger appliance. The great
income of the essential oil was gotten in the winter with 1,37% of oil, when the plants
were totally bloomy. Although the normal conditions of bloom of citronella in the south
region is during the spring and in the beginning of the summer. The spring and the
summer had 0, 77 and 0,76% income of essential oil, respective. In the autumn

presented a lesser income, with 0,57% of essential oil.

Key-words: seasons of the year, micropropagation, essential oil



1. INTRODUGAO

A citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt.) € uma planta
aromatica de grande valor econdmico e também muito conhecida no mundo inteiro.
Sua utilizagdo mais conhecida € como repelente contra insetos devido ao alto teor
de citronelal. Além disso, seu uso na perfumaria também é muito apreciado, sendo
usado como ponto de partida para a sintese de diversos principios ativos (CASTRO
& CHEMALE, 1995).

A espécie também pode ser utilizada no combate de erosbes do solo, pois
produz grande quantidade de massa verde, que protege o solo contra o impacto das
gotas da chuva. Outras aplicagdes desta espécie se dao na industria, como
desinfetante e bactericida e também no tratamento de cdélicas em animais (CASTRO
& CHEMALE, 1995).

Segundo os autores, a propagacao da citronela se da por divisdo de
touceiras, pois as sementes nao cumprem sua fungao reprodutora, ndo sendo viavel
este meio de propagagdo. No entanto, a divisdo de touceiras apresenta um sério
problema devido ao alto indice de contaminagdo das plantas por diferentes
patdgenos.

Na busca por alternativas para facilitar a propagacdo de certas espécies
varios estudos sobre micropropagagao in vitro tém sido realizados. Esta € uma
técnica que visa cultivar células, 6rgaos e/ou tecidos isolados da planta mae, sob
condicbes controladas. Desta forma, se torna uma importante ferramenta, visto que
apresenta vantagens como produgcdo massal de plantas livres de virus e outros

patdégenos. Além disso, a micropropagacao permite o cultivo de espécies de ciclo



longo em curto periodo de tempo, visto que as condi¢bes controladas de luz e
temperatura favorecem o desenvolvimento continuo da espécie.

No entanto, como a propagacdo vegetativa, a micropropagacado apresenta
limitagbes, como por exemplo, a necessidade de ajustes no balango de nutrientes e
na adi¢ao de reguladores vegetais. Desta forma, sendo cada espécie unica quanto a
necessidade de nutrientes, é necessario o ajuste de um protocolo especifico para a
espécie em estudo, objetivando o maximo desenvolvimento da planta. O estado
fisioloégico das plantas matrizes também deve ser observado visto que, plantas bem
nutridas e sem sintomas de estresse hidrico fornecem explantes melhores
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

De modo geral, o crescimento e desenvolvimento das plantas é fortemente
influenciado por condigdes climaticas como pluviosidade, temperatura e fotoperiodo.
Na primavera e verdo, com temperaturas mais elevadas, dias mais longos e maiores
taxas de pluviosidade, o crescimento e desenvolvimento sado favorecidos. Ja no
outono e inverno, o balangco hormonal endégeno nao se apresenta favoravel ao
desenvolvimento da planta, culminando com a dorméncia das gemas.

Em se tratando de uma espécie de interesse econdmico devido ao seu 6leo
essencial, a escolha da época correta para a colheita da citronela se torna
imprescindivel, visto que a qualidade e o rendimento deste 6leo podem variar devido
as condi¢cdes ambientais (GOMES & NEGRELLE, 2003).

Ao elaborar um protocolo de multiplicagdo e regeneragao de citronela in
vitro, Zigiotto (2004) percebeu que a espécie apresenta dificuldades de propagagao
em alguns periodos do ano.

Na regido Oeste do Parana existe a produgcdo comercial da citronela, no

entanto, esta enfrenta problemas devido a contaminagcao por um fungo do género



Fusarium, que causa grandes prejuizos aos produtores da regido, que muitas vezes
necessitam erradicar a cultura da area de produgdo. Os problemas com
contaminacdo ocorrem devido ao método de plantio da citronela, a divisdo de
touceiras, que acaba se disseminando por toda a cultura 1

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
sazonalidade sobre a micropropagacédo da citronela de Java (Cymbopogon
winterianus Jowitt), utilizando diferentes concentragées de IBA (Acido indolilbutirico)
e BAP (Benzilaminopurina), bem como avaliar o rendimento do 6leo essencial em

cada estacao.

! Comunicagio pessoal do Sr. Pedro Toaldo, Destilaria Maripa, Municipio de Maripa-PR.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. AS PLANTAS MEDICINAIS E AROMATICAS

A utilizagao das plantas pelo homem tanto para fins alimentares como para
fins terapéuticos data de antes de Cristo. As plantas na arte de curar representam
uma forma de tratamento muito antiga, relacionada aos primérdios da medicina e
fundamentada no acumulo de informagdes através de sucessivas geragdes
(CORREA et al., 1998).

Com o advento da revolugao industrial, logo houve o aumento da produgéo
de remédios quimioterapicos, pois se acreditava que a cura das doengas por estes
remédios era mais rapida (CORREA et al., 1998).

Segundo os mesmos autores, apesar do rapido crescimento na producao de
remédios quimioterapicos, alguns médicos mantiveram o emprego de ervas in
natura. Deste modo, tomou corpo a fitoterapia, ramo da alopatia que utiliza plantas
medicinais como base na terapéutica.

Baseando-se na evolugdo histérica do uso de plantas medicinais e
aromaticas, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 1978, passou a
reconhecer a fitoterapia como terapia alternativa de eficacia comprovada (VIEIRA,
1992). A partir dai, iniciou-se uma gama de estudos acerca de plantas medicinais e
aromaticas. De acordo com a OMS, 80% da populagao fazem uso de alguma planta
medicinal ou aromatica, dos quais 30% sao por indicagdo médica (ROCHA, 2002).
As plantas aromaticas tém seu uso difundido nas terapias alternativas, como a
aromaterapia, na qual se aplicam os 6leos essenciais para reequilibrar disfuncbes

fisicas, emocionais e energéticas.



De acordo com Rocha (2002), o mercado mundial de plantas medicinais e
aromaticas tem crescido expressivamente, devido ao grande interesse da populagao
mundial por formas de terapias alternativas. O mercado mundial de fitoterapicos esta
avaliado em US$ 12,4 bilhdes, deste montante, cerca de US$ 355 milhdes sdo
gerados por medicamentos produzidos a partir de espécies brasileiras.

Recentemente, tém-se discutido a inser¢do de plantas medicinais e
aromaticas no mercado agricola, visando estimular a produgdo por parte de
pequenos, médios e grandes produtores. Ja existe no Brasil, na Regidao Sul,
cooperativas de pequenos agricultores que produzem plantas medicinais e
aromaticas, em especial a camomila. Este produto ja disponivel no mercado interno
passou também para alguns paises do Mercosul, dentro dos mais exigentes padrdes
de qualidade (ROCHA, 2002).

Segundo Ming (1999), ainda sao deficientes os estudos acerca de pré-
processamento e armazenamento de plantas medicinais e aromaticas, o que
impossibilita alcancar os padrées de qualidade maximos exigidos pelo mercado
internacional.

Com a maior difusdo das espécies medicinais e aromaticas, torna-se
importante o estudo de técnicas de propagacido que aumentam sua produgdo com a
maxima qualidade. A partir deste propdsito surge a micropropagacéo. De acordo
com Gratapaglia & Machado (1998), a atividade comercial de micropropagacao,
hoje, concentra-se principalmente na limpeza clonal para a multiplicagao de espécies
ornamentais e arbustivas, no entanto, atualmente as espécies herbaceas, com
destaque para as plantas medicinais e aromaticas vém sendo micropropagadas com

grande sucesso.



2.2.CARACTERIZACAO BOTANICA DA CITRONELA DE JAVA (Cymbopogon
winterianus Jowitt)

A citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt.) é originaria da india, e
foi introduzida no Brasil em meados do século XVIII.

E uma planta Liliopsida, pertencente & familia Poaceae (CRONQUIST, 1988;
GOMES & NEGRELLE, 2003), que representa uma das maiores familias de plantas
englobando cerca de 500 géneros e aproximadamente 8.000 espécies
essencialmente  herbaceas, denominadas genericamente de gramineas
(UNIVERSITY OF HAWAI, 2003).

O género Cymbopogon inclui cerca de 30 espécies de gramineas perenes
aromaticas, sendo a maioria destas nativas da regido tropical do Velho Mundo
(TRIPPLEBROOKFARM, 2003).

A citronela apresenta duas espécies distintas: Cymbopogon nardus var.
lenabatu (citronela do Ceildo) e Cymbopogon winterianus Jowitt (citronela de Java).
Acredita-se que ambas as formas orginaram-se no Ceildo, sendo a primeira
cultivada principalmente nessa ilha, enquanto a segunda é mais encontrada em
Java, Haiti, Honduras, Taiwan, Guatemala e Republica Popular da China.
Provavelmente todos os tipos de citronela cultivados originaram-se de Cymbopogon
confertiflorus Stapf., conhecida por “maragrass” e que ocorre naturalmente no Sri
Lanka (SAHOO & DEBATA, 1995).

Até o inicio do século XIX, a citronela do Ceildo era a mais utilizada na
producao de 6leo, mas gradativamente o tipo Java veio a dominar o mercado devido
a sua maior concentragéo de oleo essencial (BARSOTTI, 2005).

A citronela de Java € uma erva perene, herbacea, cespitosa, de 0,80 a

1,20m de altura. Os colmos sdo eretos lisos, semilenhosos de cor verde-clara e



entrends longos. Possui caule rizomatoso e curto, semi-subterraneo, nodoso, com
inumeras raizes fortes, fibrosas e longas. Deste rizoma emergem brotacdes
achatadas firmadas pelas bainhas compridas de inumeras folhas (CASTRO &
CHEMALE, 1995).

A espécie é composta por folhas planas, inteiras, lanceoladas, estreitas e
longas (0,50-1,00m), invaginantes, de bordos asperos e cortantes, nervuras
paralelas e apice acuminado (CASTRO & RAMOS, 2003). Possui aroma intenso que
lembra o eucalipto citriodora (Eucaliptus citriodora) (CASTRO & CHEMALE, 1995).

As flores, no caso de gramineas comumente chamadas floretas, sao
reunidas em inflorescéncias do tipo panicula, formada por racemos curtos e
geminados (CASTRO & RAMOS, 2003). As floretas da citronela sao protegidas por
um unico par de bracteas secas e paleaceas, as glumas. Estas se separam um
pouco expondo as floretas presas a um eixo central, a raquilha. Cada floreta é
rodeada pela palea e pela lema (par de bracteas) (RAVEN et al., 2001). Segundo
Castro & Chemale (1995); Castro & Ramos (2003), a citronela floresce na primavera
e no inicio do verao, porém n&o produz sementes viaveis.

A citronela adapta-se bem em clima tropical ou subtropical, ndo suportando
frio ou geada. No seu periodo de crescimento & exigente em chuvas, porém, na
colheita o excesso de chuvas pode baixar o teor de 6leo essencial. E uma cultura
exigente em luz (intensidade) e em calor. Desenvolve-se bem em solos areno-
argilosos a francos, permedaveis e férteis, preferindo solos altos, secos e sem
umidade excessiva (CASTRO & CHEMALE, 1995).

Blank et al. (2004) mencionam que a propagagao desta espécie se da por
meio da divisdo de touceiras e as mudas devem ser transplantadas diretamente no

local desejado, pois a espécie ndo se desenvolve bem em bandejas de poliestireno



e tubetes de 288 cm® (AMANCIO et al., 2003). Além disso, & importante que as
mesmas possuam algumas raizes aderidas e aproximadamente 3 perfilhos. Os
autores observaram também que ao deixar de 3 a 6 cm de lamina foliar as mudas
obtiveram bom desenvolvimento. Para um maior rendimento do Oleo essencial
Choudhury & Ghosh (1995), recomendam a colheita na altura de corte de 30 cm.

A citronela apresenta problemas quanto a contaminacado por Fusarium, um
género de fungo que também ataca o capim-limédo (Cymbopogon citratus)
ocasionando grandes perdas aos produtores destas espécies. Em se tratando de
espécies medicinais e aromaticas 0 uso de produtos quimicos para o combate de
pragas € desaconselhavel, visto que os mesmos podem interferir na composicao
quimica dos principios ativos das plantas em questdo. Tal fato é justificado pela
auséncia de produtos registrados para tais espécies (MARTINS et al., 2000).

Normalmente as plantas medicinais apresentam boa resisténcia ao ataque
de pragas, no entanto, qualquer desequilibrio que possa ocorrer a resisténcia fica
prejudicada. Um fator que pode gerar o desequilibrio € o estado nutricional das
plantas (MARTINS et al.,, 2000). Portanto, a monitoragdo do ambiente onde as
plantas s&o cultivadas e o conhecimento a respeito das exigéncias nutricionais e dos
tratos culturais é de extrema importancia para a obtencdo de plantas com qualidade

fitoquimica e sanitarias.

2.3. IMPORTANCIA ECONOMICA DA CITRONELA DE JAVA (Cymbopogon
winterianus Jowitt)

O uso da citronela se da em diversos setores e sem duvida o mais

conhecido € a propriedade repelente contra insetos, que se deve ao elevado teor de



citronelal. A citronela de Java é a espécie que possui maiores teores do citronelal
(LASZLO, 2000).

Além do citronelal, a citronela & constituida pelo geraniol, juntos eles
produzem um aroma rosa-floral citrico. Além destes, contribuem na constituicdo da
planta grupos menores como camphene (tipo canfora), borneol (tipo camomila) e
methyleugenol, todos combinando num aroma muito peculiar, lembrando uma
vegetacdo campestre umida (SIMON, 1990).

Além de seu uso como repelente, a citronela pode ser uma boa op¢ao para
higienizar ambientes e também eliminar vermes e bactérias de frutas e legumes. As
folhnas da citronela eram utilizadas como cataplasma para febre e dores e para
acelerar curas, podendo também ser utilizadas no tratamento de LER (lesdo por
esforco repetitivo). Além disso, na China a citronela também ¢é utilizada para dores
reumaticas (LASZLO, 2000).

Na aromaterapia é utilizada para aumentar a acuidade mental, no combate a
enxaquecas e dores de cabeca, além de ser um condicionador cutaneo.
Propriedades antidepressivas, anti-sépticas, tbnicas e estimulantes também foram
verificadas (LASZLO, 2000).

Segundo Tawatsin et al. (2001), o 6leo de citronela associado a 5% de
vanilina numa pesquisa laboratorial repeliu trés espécies de mosquitos: o Aedes
aegypti, o Culex quin-quefasciatus e o Anopheles, por mais de 8 horas. Foram
eficazes contra o A. aegypti, mosquito causador da dengue, velas com 3% de éleo
essencial de citronela e incensos a 5%. Coleiras com citronela também tém sido
eficazes para afastar pulgas, carrapatos e mosquitos de cachorros.

Labinas & Crocomo (2003) observaram que o 6leo essencial de citronela de

Java também apresenta acido inseticida e de repeléncia sobre lagartas de
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Spodoptera frugiperda, uma espécie que causa grandes prejuizos as lavouras de
milho.

Martins (2006) realizou experimentos com diversas concentragdes do 6leo
essencial de citronela sobre teledginas e larvas do carrapato Boophilus microplus,
bem como frente a postura e a eclosdo de seus ovos e observou que na
concentracao de 10% o 6leo essencial de citronela inibiu a postura das teledginas e
também a eclosdo dos ovos. Foram testados também separadamente os
constituintes do 6leo essencial: o citronelal, o geraniol e o citronelol e os estudos
indicaram forte agao acaricida do citronelal e do geraniol, parecendo haver uma
acao compartilhada entre ambos.

A citronela também pode ser utilizada para combater célicas em animais e,
além disso, sua beleza exdtica pode harmonizar ambientes, ajudando também no
combate a erosbes do solo (CASTRO & CHEMALE, 1995). Além destas
propriedades, a citronela € utilizada na culinaria chinesa e seu bagaco é aproveitado
como racao animal, sendo provado que animais que se alimentam deste bagaco
desenvolvem uma maior resisténcia a doencas (BARSOTTI, 2005).

Apesar do preco oscilante, frequentemente baixo, a demanda na produgao
da citronela ainda tém sido elevada e os precos conseguidos permitem ainda o
cultivo desta espécie em escala econdmica (CASTRO & RAMOS, 2003).

Deste modo, o emprego de técnicas viaveis no sentido custo/produgao tem
se mostrado interessantes na busca por melhores precos na producdo. Na india, ja
foram realizados experimentos intercalando culturas de legumes com citronela de
Java, no intuito de aumentar a biomassa e o rendimento do 6leo essencial e os

resultados mostraram-se positivos (RAO, 2000).
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2.4. 0S OLEOS ESSENCIAIS

Os aromas tém sido parte da vida do homem ha varios séculos. Os egipcios
utilizaram material aromatico no processo de mumificacdo dos corpos, na cosmética
e na medicina. Os chineses, indianos, hebreus, arabes, gregos e romanos, no
decorrer da historia também fizeram uso das esséncias de plantas aromaticas na
medicina, culinaria e em ceriménias religiosas (CARDOSO et al., 2005).

Estas substancias sado conhecidas como 6leos essenciais e se destacam
ainda nos dias atuais, gracas as suas caracteristicas nobres. Os 6leos essenciais
sdo matérias-primas de origem natural, extraidos de diversas espécies vegetais, a
partir das suas folhas, frutos, caule e raizes. Estes compostos naturais possuem
intensa propriedade fragrante e aromatizante, sendo largamente utilizados como
matéria-prima na producdo de fragrancias para as industrias de perfumaria,
cosmética e higiene pessoal, bem como a aromatizacdo de alimentos e bebidas
(GIRARD, 2005).

As denominacbes atribuidas a este 6leo devem-se as suas caracteristicas
fisico-quimicas. Como evaporam quando expostos ao ar, em temperaturas comuns,
sua principal caracteristica, sdo chamados éleos volateis e por apresentarem aroma
intenso e agradavel constituindo verdadeiras “esséncias”, 6leos essenciais. Por fim,
devido ao fato de serem soluveis em solventes organicos apolares, como o éter, por
exemplo, podem ser denominados de Oleos etéreos (ROBBERS et al.,, 1997;
SIMOES et al., 2000; VITTI & BRITO, 2003).

Os dleos essenciais sao formados a partir de vias metabdlicas secundarias,
que levam a formacgao de compostos, cuja distribuicao é restrita em algumas familias

de plantas, géneros ou mesmo espécies (QUEIROZ, 1993). Estas substancias
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secundarias estdo relacionadas com a imobilidade das plantas, visto que elas nao
podem escapar de pressdes ambientais pelo movimento, sendo sua Unica defesa a
estrutura fisica e composigdo quimica. J& o metabolismo primario, nas plantas é
responsavel por processos metabdlicos normais, como a fotossintese, a respiracao e
o crescimento (EDWARDS & WRATTEN, 1981).

As caracteristicas fisicas dos Oleos volateis sdo comuns, apesar de
apresentarem constituicbes quimicas diferentes. Sdo geralmente insoluveis, ou
muito pouco soluveis em agua, solubilizando-se em alcool, éter e em muitos
solventes organicos. Apresentam odores caracteristicos, alto indice de refracao e
sao opticamente ativos (ROBBERS et al., 1997)

De acordo com a familia e espécie a que pertencem, os elementos volateis
podem estar concentrados em 6érgaos anatémicos especificos. Os 6leos essenciais
localizam-se em estruturas especiais de secregcdo, como cavidades, canais (bolsas)
esquizégenos ou lisigenos, canais oleiferos, pélos glandulares e células
parenquimaticas diferenciadas. Podem ser estocados nas flores, folhas, casca do
caule, madeira, raizes, rizomas, frutos e sementes, podendo variar na sua
composicdo de acordo com a localizagdo em uma mesma espécie (SIMOES et al.,
2000; SIANI et al., 2000).

Além da variagdo de acordo com o 6rgéo de localizagédo, outros fatores
podem interferir na composi¢cao do 6leo essencial de uma mesma espécie vegetal,
tais como: a época de coleta; condigdes climaticas e de solo, localizagdo geogréfica;
ciclo vegetativo da espécie e o processo de obtengdo (ROBBERS et al., 1997,
SIMOES et al., 2000; SIANI et al., 2000).

Chalchat et al. (1994) extrairam 6leo em diferentes estadios de floracdo da

Artemisia annua e verificaram que no pico da floragdo o rendimento foi maior,
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ficando na ordem de 0,5%. Francis (1971) verificou na extragdo do 6leo de geranio
(Pelargonium graveolens) que o volume de o6leo tende a aumentar no pico da
floragao.

Segundo Girard (2005), em geranio, um aumento na temperatura maxima
reduz o conteudo do 6leo, aumentando, no entanto a percentagem de citronelol e
seu éster formiato. Thappa et al. (2004), observaram em plantas de Echinacea
pupurea L. que tanto a temperatura como a umidade afetam o indice e a
composicao do 6leo essencial.

Para as plantas, os 6leos essenciais sdo de grande importancia, pois, por
meio de sua volatilidade, que age como sinal quimico, as plantas conseguem se
defender dos animais.

Dessa forma, considera-se a existéncia de fungdes ecoldgicas dos dleos
essenciais, especialmente como inibidores da germinagdo, na protecdo contra
predadores, na atracdo de polinizadores, na protecdo contra a perda de agua e
aumento de temperatura (CARDOSO et al., 2005).

Segundo os mesmo autores, pode-se citar o exemplo das plantas com
polinizagdo noturna ou crepuscular, que possuem aroma muito intenso nesses
horarios, ja que o estimulo visual n&o é possivel. Espécies pertencentes ao género
Datura e Brugmansia (Solanaceae), conhecidas como trombeteira ou dama-da-noite,
apresentam perfume notavel a noite e podem atrair morcegos e mariposas.

As espécies como E. globulus Lasbill, E. camaldulensis Dehnh, Artemisia
absinthium L. e outras, geram um efeito inibitério na germinagcdo de sementes por
meio de seus Oleos, de forma que outras plantas sao totalmente inibidas de se
desenvolver num raio de 1 a 2 metros dela. Estudos indicam que o 1,8-cineol e a

canfora, entre outras substancias, seriam uma das responsaveis por esse efeito.
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Outros estudos indicam que a toxicidade de alguns componentes dos 6leos
volateis constitui uma protecdo contra predadores e infestantes. O mentol e a
mentona sao inibidores de crescimento de varios tipos de larvas. Além disso, alguns
Oleos essenciais podem causar irritagdes em alguns predadores fazendo-os desistir
do ataque.

Os 06leos essenciais sdo empregados para diversas finalidades, no entanto,
apesar de apresentar varias caracteristicas benéficas, ndo podem ser descartados
os efeitos toxicos acarretados por estas substincias, que podem acarretar desde
uma simples reacgao cutanea a efeitos convulsivantes e psicotrépicos (ROBBERS et
al., 1997; SIMOES et al., 2000).

Dentre as espécies produtoras de O&leos essenciais que contribuem
significativamente no volume mundial comercializado, pode-se destacar a menta
(Mentha pipperita), a citronela de Java (C. winterianus Jowitt), o capim-limao (C.
citratus), o eucalipto (Eucalyptus sp.), a rosa (Rosa damacena), o geranio
(Pelargonium graveolens), a lavanda (Lavandula officinalis), a camomila
(Chamomilla recutita), o sandalo (Santalum album), a manjerona (Origanum

majorana) e salvia (Salvia officinalis) (GIRARD, 2005).

2.5. CULTURA DE TECIDOS

O termo cultura de tecido de plantas é definido por George (1993) como a
ciéncia do crescimento de células, tecidos ou 6rgaos isolados de uma planta mae

em um meio artificial sob condicbes controladas de temperatura e luminosidade.
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A aplicagdo mais pratica da cultura de tecidos é a micropropagacao,
chamada assim devido ao tamanho dos seus explantes (TORRES et al., 1998).

As técnicas de cultura de tecidos constituem excelente instrumento de
trabalho a disposi¢ao de pesquisadores das mais diferentes areas do conhecimento
cientifico. O sucesso de um sistema de micropropagacédo depende, no entanto, de
um grande numero de variaveis, uma vez que cada espécie ou clone apresenta
caracteristicas unicas, determinadas por fatores genéticos (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

Teoricamente, qualquer tecido pode ser utilizado como explante, em vista da
totipoténcia (capacidade do tecido ou células de gerar 6rgaos e outras estruturas da
planta) das células vegetais. Na pratica, entretanto, procura-se utilizar explantes que
contenham maior proporcdo de tecido meristematico, ou que tenham maior
capacidade de expressar a totipoténcia (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

A regeneracdo completa das plantas pode ser derivada de trés principais
formas, que sao a partir de um apice caulinar ou gema lateral pré—existente, a partir
da inducao de novos apices caulinares (organogénese) e ainda a partir da indugao
de embrides somaticos (GEORGE,1993).

Zigiotto (2004) e Dall’Oglio (2006) utilizaram apice caulinar ao micropropagar
a citronela e obtiveram bons resultados. Reis et al. (1999) conseguiram boas taxas
de multiplicagéo para o capim limao (C. citratus) também utilizando o apice caulinar.
Saha & Ghosh (2003) utilizaram pedagos de folhas de citronela como explantes para
regeneragao in vitro e os autores relatam seus resultados como sendo satisfatorios.
Barthakur & Bordoloi (1989) relatam o uso de segmentos nodais para regeneragao in

vitro da citronela, no entanto, Dall’Oglio (2006) ndao obteve resultados significativos
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com explantes nodais em condi¢des de cultivo semelhante as condi¢des do presente
trabalho.

Dentre as varias técnicas de cultura de tecidos, a organogénese apresenta
muitas vantagens quando comparada a propagagao clonal via métodos
convencionais (enraizamento de estacas e enxertos, por exemplo), onde destaca-se
a possibilidade de obter uma rapida e elevada multiplicacao de plantas, partindo-se
de um unico explante (MERKLE et al., 1990).

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), o processo de
micropropagacao divide-se em trés estagios. No estagio |, realiza-se a selecdo de
explantes e a desinfestacao total do mesmo seguido da cultura em meio nutritivo sob
condicbes assépticas. Esta etapa apresenta uma grande dificuldade quanto a
obtencdo de tecidos descontaminados sem conduzi-los a morte, quando isolados.
Sao determinantes os pré-tratamentos aplicados na planta matriz para o sucesso
dessa etapa do trabalho, principalmente no que se refere aos microrganismos
enddgenos.

No estagio Il, promove-se a multiplicagdo dos propagulos mediante
sucessivas subculturas em meio proprio para a multiplicagdo. Embora o objetivo
desta fase seja produzir o maior numero de plantas possivel, no menor espacgo de
tempo, alguns aspectos qualitativos devem ser considerados. Nao basta conseguir
altas taxas de multiplicagcdo em alguns explantes. O importante € obter uma taxa
média satisfatéria com o minimo de variagdo de explante para explante. Outro
aspecto essencial é a qualidade e homogeneidade das partes aéreas produzidas,
pois isto vai determinar o sucesso na fase de enraizamento.

No estagio Ill, ocorre a transferéncia das partes aéreas produzidas para

meio de enraizamento e subsequente transplantio das plantas obtidas para substrato
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ou solo, processo este também chamado de aclimatizacido. Nesta etapa, as espécies
herbaceas apresentam grande sucesso.

De acordo ainda com os autores, o enraizamento pode ser realizado in vitro
ou ainda in vivo. No primeiro, as plantas sao enraizadas em meio asséptico e apés
séo transplantadas para o substrato. No segundo, as partes aéreas sdo manipuladas
como microestacas e todo processo de enraizamento se da em substrato.

A qualidade das partes aéreas determina, em geral, o sucesso do
enraizamento. Partes aéreas em geral ndo enraizam bem e necessitam de uma fase
intermediaria de alongamento (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Os meios de cultura devem fornecer as substéncias essenciais para o
crescimento dos tecidos, e controlam em grande parte, o padrdo de desenvolvimento
in vitro. As mesmas vias bioquimicas e metabdlicas basicas que funcionam nas
plantas sdo conservadas nas células cultivadas, embora alguns processos, como a
fotossintese, possam ser inativados pelas condicbes de cultivo e pelo estado de
diferenciacado das células. Por isso os meios de cultura se baseiam nas exigéncias
das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificagdes para atender
as necessidades especificas. Complementando as substancias biossintetizadas
pelas células, varios compostos organicos sao adicionados ao meio para suprirem
as necessidades metabdlicas, energéticas e estruturais das células (CALDAS et al.,
1998).

Diversas formulagbes de meios basicos tém sido muito utilizadas no inicio do
cultivo. Ndo ha uma formulagdo padrdo, mas o meio (MS) Murashige & Skoog
(1962), com suas modificagdes e diluicbes tém apresentado bons resultados para

diversas espécies. Sua composi¢cao € de macro e micronutrientes, vitaminas, fonte
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de agucar (geralmente sacarose) e outros compostos organicos como aminoacidos
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Dependendo da espécie estudada, algumas variagdes no meio de cultura
sdo necessarias, como por exemplo, as modificagdes feitas por Grewal et al., (1980)
ao estudar a micropropagacao de E. citriodora. Nesta cultura, ao reduzir pela metade
as concentracdes de nitrato de aménia e de potassio do meio MS, notou-se que a
taxa de multiplicacdo dobrou e, que, ao dobrar a concentragcio de cloreto de célcio, a
taxa triplicou (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Além das variacbes dos sais minerais, também pode ser necessaria a
regulacdo na concentracado de sacarose, visto que esta pode possuir efeito sobre a
multiplicacdo e o crescimento do explante. Concentragcdes de 2 a 4% sao mais
comuns, abaixo desta faixa, pode ocorrer clorose nas culturas e, acima dela, pode
ocorrer deterioracao das culturas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Aos constituintes basicos do meio de cultura, podem ser adicionados ainda
os reguladores vegetais, os quais tém por finalidade suprir possiveis deficiéncias
enddgenas dos explantes, bem como auxiliar no seu desenvolvimento.

Os hormobnios vegetais sdo compostos produzidos pelas plantas em
pequenas quantidades, mas que produzem efeitos significativos nos locais de
producdo ou em outros sitios de acao, sendo responsaveis por muitos, senao todos,
os aspectos do crescimento e desenvolvimento vegetal (TAIZ & ZEIGER, 2004).
Além dos horménios que as plantas produzem naturalmente, existem os analogos
sintéticos, também conhecidos como reguladores vegetais que possuem vasta
aplicagdo na agricultura e silvicultura moderna. O seu aparecimento permitiu a
possibilidade de se cultivar tecidos vegetais in vitro e definiu o sucesso da

micropropagacao clonal de plantas.
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De acordo com Taiz & Zeiger (2004), os hormdnios vegetais podem ser
divididos em dois grupos: os estimuladores do crescimento (auxinas, giberelinas e
citocininas) e ainda os inibidores do crescimento (etileno e acido abcisico). Neste
trabalho somente serdo estudadas as auxinas e citocininas.

A auxina foi o primeiro horménio descoberto e, provavelmente, o mais
conhecido entre todos os horménios vegetais e tem como fungao principal regular o
alongamento das células vegetais, induzir a formagéo do sistema radicial e também
€ responsavel pelas respostas de crescimento das plantas a estimulos
unidirecionais, conhecidos como tropismos (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Em meados de 1930, foi determinado que a auxina fosse o acido
indolilacético (IAA). Este horménio é sintetizado principalmente no meristema apical
e folhas jovens, é transportado em sentido polarizado, a partir do meristema apical
até as extremidades das raizes (TAIZ & ZEIGER, 2004). O IAA pode ser degradado
na planta por meio da foto-oxidacdo e pela oxidacdo enzimatica realizada pelo
sistema IAA-oxidase (WACHOWICZ & CARVALHO, 2002).

Mais tarde, outras auxinas foram descobertas em vegetais superiores e
passou-se a produzir em laboratérios diferentes auxinas sintéticas, como: o acido
naftaleno-acético (NAA) e o acido indolilbutirico (IBA).

Na micropropagagcédo in vitro, cada auxina produz efeitos diferentes
(CALDAS et al., 1998). Por exemplo, o IAA é considerado uma auxina instavel, que
se degrada facilmente pela luz ou pela atividade microbiana. Essa instabilidade,
aliada a sua inativacdo ou destruicdo metabdlica nas células a torna uma auxina
relativamente “fraca” quando comparada ao 2,4-D (2,4 diclorofenoxiacético), uma
auxina sintética muito utilizada por sua agao herbicida. Em seus estudos, Reinert &

White (1956) observaram maior crescimento de calo normal e tumoroso de Picea
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glauca em meio suplementado com 2,4-D na concentracdo de 0,05 mg L', do que
com NAA nessa mesma concentracao.

As diferengcas em metabolismo e estabilidade das auxinas podem contribuir
para as diferencas observadas na resposta in vitro, onde o 2,4-D freqlientemente
induz a formagdo de calo e pode ser importante em sistemas de embriogénese
somatica, enquanto IAA é ineficaz. Ja o IBA é frequentemente, a melhor auxina para
indugado de raizes in vitro (CALDAS et al., 1998), sendo que ndo é destruido pelo
sistema IAA-oxidase e tem boa estabilidade a luz, com acdo localizada e nao é
téxico, enquanto o NAA é um composto mais toxico que o IBA, tendo que ser
utilizado em concentragdes menores, € totalmente estavel a luz e também néo é
destruido pelo sistema IAA-oxidase (HARTMANN et al., 2002)

Em seus estudos com Catharanthus roseus, Souza & Miranda (2002)
observaram que as raizes se diferenciavam de forma eficiente quando o balango
entre IBA e BAP era favoravel ao IBA.

Hu & Wang (1983), afirmam, no entanto, que as concentragbes de auxina
freqientemente devem ser mais baixas que as concentragbes de citocininas,
mantendo um balango auxina/citocinina menor que um. Quando a concentragéao de
auxina no meio de enraizamento € excessiva, ocorre uma formagcdo demasiada de
calo na base do explante, comprometendo a rizogénese e o crescimento da parte
aérea (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

J& no caso da citronela, Zigiotto (2004), observou que n&o houve
enraizamento na presenga de reguladores, e sim, apos a repicagem do explantes de
um meio contendo reguladores para outro meio basico (MS).

Considerando-se que cada espécie apresenta comportamento in vitro

distinto, é valido e necessario o estudo do ajuste de protocolo para a espécie que se
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deseja cultivar, visando reduzir perdas excessivas devido a erros na aplicacdo de
reguladores vegetais.

As citocininas s&o substancias reguladoras de crescimento, que promovem
divisdo celular, alongamento e diferenciacdo celular, retardam a senescéncia das
plantas, promovem a quebra da dominancia apical e induzem a proliferacido de
gemas axilares (TOMBOLATO & COSTA, 1998). O tipo de citocinina e a sua
concentragao sao os fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicagéo in
vitro.

A citocinina BAP (Benzilaminopurina) tem sido muito eficaz para promover
multiplicacdo em diversas espécies, seguida da cinetina (KIN), que também é
empregada em experimentos dependendo, no entanto, da espécie a ser estudada
(TOMBOLATO & COSTA, 1998).

Segundo ainda os autores, na micropropagacao, € fundamental o balango
hormonal entre citocininas e auxinas no controle da morfogénese e formacéao de
o6rgados. Na auséncia de raizes deve-se aumentar a concentracdo de auxina e
diminuir a concentracao de citocinina. Se o objetivo € aumentar a parte aérea deve-
se entdo, aumentar a concentracdo de citocinina e diminuir a concentracdo de
auxina.

Para que ocorra a formagao de parte aérea e de raizes, deve-se investigar o
melhor balango entre esses dois horménios, que varia de espécie para espécie.
Contudo segundo Tombolato & Costa (1998), deve-se cuidar das concentragdes
utilizadas, pois as citocininas em excesso causam vitrificagao dos explantes.

Em estudos de multiplicagéo in vitro com ameixeira “Santa Rosa”, Rogalski

et al. (2003) verificaram que o maior numero de brotos por explante foi obtido na
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concentragédo de 2,0 mg L ! enquanto concentracdes maiores que 5,0 mg L’ !
inibiram o desenvolvimento de brotos.
Com a citronela, Zigiotto (2004) também obteve bons resultados com relagcao

a brotacéo dos explantes na concentragéo de 2,0 mg L " de BAP.

2.6. A VARIACAO SAZONAL E O BALANCO HORMONAL ENDOGENO

A variagdo sazonal consiste em um conjunto de fatores que alteram o
metabolismo vegetal. Por exemplo, a variacdo da temperatura durante o ano
provoca mudancas de rotas biossintéticas nos vegetais, implicando em diferentes
tipos e quantidades de certas substancias no vegetal (SILVA, 2004). A principal
alteracdo ocorre no metabolismo de acidos graxos, especialmente daqueles que
compdem a parede celular (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Em se tratando de espécies medicinais e aromaticas Simdes et al. (1999)
relatam que ha épocas especificas em que as plantas contém maior quantidade de
principio ativo no seu tecido, podendo esta variagdo ocorrer tanto no periodo de um
dia como em épocas do ano.

A capacidade de regeneracao e crescimento in vitro parece estar associada
nao apenas ao genotipo, mas também a atividade fisioldgica na planta matriz, sob o
controle de diversos fatores enddgenos, e estes por sua vez, podem estar
relacionados as condicbes sazonais (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Além
disso, segundo Ming (1992), em se tratando de plantas medicinais e aroméaticas ha
uma preocupac¢ao quanto a manutencdo e riqueza dos principios ativos contidos,

pois estes sao influenciados por fatores externos, como temperatura, luz,
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pluviosidade, solo, dentre outros, e também por fatores técnicos, como forma de
plantio, tratos culturais e época de colheita.

Para Grattapaglia & Machado (1998), a retirada de explantes deve ser feita
de preferéncia a partir de brotacdes novas, que sdo formadas durante a fase ativa
de crescimento da planta, apds o final do periodo de dorméncia, durante os meses
mais quentes do ano (primavera e verao).

Em seus estudos, Altman & Goren (1974) verificaram que gemas de Citrus
coletadas no inicio da primavera ou verdao brotaram em menor tempo e nao
dependiam da aplicacdo exdgena de hormdnios, enquanto as coletadas no final do
outono e durante o inverno brotaram em tempo cinco vezes superior. Laliberte &
Lalonde (1988), trabalhando com Larix X Eurolepis, concluiram que a data da coleta
dos explantes teve efeito pronunciado sobre: 1) sua taxa de sobrevivéncia; 2)
numero de subculturas até o estabelecimento de uma cultura continua e vigorosa; e
3) numero de culturas até atingir uma grande porcentagem de calos com potencial
regenerativo.

Silveira & Cottignies (1994), citado por Noleto & Silveira (2004), relataram
em estudos realizados com Fraxinus excelsior L. que apenas os explantes coletados
no periodo de dorméncia foram capazes de brotar, mostrando que a melhor época

de colheita para propagacéo in vitro varia de espécie para espécie.



3. MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos 4 experimentos com a citronela de Java (Cymbopogon
winterianus Jowitt), um em cada estacdo do ano, sendo todos realizados no
Laboratério de Cultura de Tecidos da UNIOESTE- Campus de Marechal Candido
Rondon, PR.

O material vegetal utilizado nos experimentos foi obtido na Fazenda Sé&o
Roque, situada no interior do municipio de Marechal Candido Rondon-PR. A cultura
esta implantada no local ha 4 anos e o produtor apenas fornece mudas para o
comércio local, ndo havendo interesse na obteng¢ao do 6leo essencial. Nenhum tipo
de trato cultural é realizado nas plantas matrizes de citronela.

Foram coletadas as plantas que ndo apresentavam nenhum sintoma visual
de doengas durante todo o periodo de condugao dos experimentos. As coletas foram

realizadas em cada estacdo do ano, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Estagdo e periodo em que foram coletados os explantes de citronela de Java
(Cymbopogon winterianus Jowitt) para o experimento de regeneragdo e multiplicagéo in
vitro. Marechal Candido Rondon/PR, UNIOESTE, 2005.

Estacao Coleta

Outono Primeira quinzena do més de maio/2005
Inverno Primeira quinzena do més de agosto/2005
Primavera Primeira quinzena do més outubro/2006
Verao Primeira quinzena do més de janeiro/2006

Apds a coleta no campo, foi realizada uma parte do toalete do material. A
touceira foi dividida, retirando-se o excesso de palhada, a fim de facilitar o transporte

até o laboratério. Em seguida, as plantas foram levadas para o laboratério, onde se
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realizou a retirada das folhas e também a extragdo dos explantes (gema apical), com

cerca de 5 cm de comprimento. A partir dai, os explantes passaram por trés etapas:

3.1. ASSEPSIA

Para a assepsia dos explantes foram adotados os critérios utilizados por
Czepak et al. (2003), que trabalhando com capim-liméo (C. citratus), optaram pela
imersao dos explantes em hipoclorito de sédio por 30 minutos. Trabalhando com
citronela de Java (C. winterianus Jowitt), Zigiotto (2004) também utilizou o tempo de
imersdo de 30 minutos em hipoclorito de sodio, obtendo desta forma, resultados
satisfatérios em relacédo a assepsia dos explantes.

De acordo Czepak et al. (2003) e Zigiotto (2004), utilizou-se a seguinte

metodologia para a assepsia dos explantes de citronela:

Os explantes ja extraidos foram colocados em solu¢do de agua destilada
com algumas gotas de Tween 80;

¢ Imersao dos explantes em hipoclorito de sdédio 20%, durante 10 minutos;

¢ Imersdo em alcool 70%, durante 5 minutos;

¢ Imersao em hipoclorito de sddio 20%, durante 30 minutos;

¢ Imers&o em alcool 70%, durante 3 minutos;

e Triplice lavagem em agua destilada e autoclavada

e ApOs essas etapas, os explantes foram mantidos imersos em &gua

destilada e autoclavada enquanto a inoculagao foi realizada.
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3.2. REGENERACAO E MULTIPLICAGCAO

Para essa etapa, foram utilizados vidros de 250 mL especificos para cultura
de tecidos, com tampas plasticas, contendo 30 mL do meio de cultura previamente
autoclavado a 120 °C, durante 20 minutos. O meio de cultura utilizado foi o MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), constituido de macro e micronutrientes, EDTA-
Férrico, vitaminas e uma fonte de carbono (sacarose).

Ao meio de cultura MS, foram acrescentadas algumas combinagbes de
Benzilaminopurina (BAP) e Acido indolilbutirico (IBA), sendo estes respectivamente,
uma citocinina, que tem funcdo de induzir a formagdo de grande numero de
brotacdes e elevar a taxa de alongamento e multiplicagao celular; e uma auxina, que
serve para induzir a formacéao de raizes e alongamento celular.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial (4x4), sendo quatro doses de IBA e quatro doses de BAP, com 8
repeticbes por tratamento, sendo um explante por tratamento, totalizando 16
tratamentos. Desta forma, para cada estagao do ano, o experimento de regeneragao
e multiplicacdo consistiu dos tratamentos dispostos na Tabela 2.

Apos a assepsia anteriormente mencionada, os explantes foram preparados
para inoculagdo. Neste momento cortaram-se as extremidades dos mesmos e
retirou-se a porgdo de tecido que envolvia a gema com o intuito de retirar a parte

oxidada devido ao processo de desinfestacao.
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Tabela 2: Tratamentos utilizados para regeneracgéao in vitro de gemas apicais de citronela de
Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) com
diferentes combinagdes de IBA (Acido indolilbutirico) e BAP (Benzilaminopurina). Marechal
Candido Rondon/PR, UNIOESTE, 2005.

Tratamentos Concentragées em mg L™
T1 0 IBA X 0BAP + MS
T2 0 IBAX 1BAP + MS
T3 0 IBA X2 BAP + MS
T4 0 IBA X 3 BAP + MS
T5 0,1 IBA X 0 BAP + MS
T6 0,11BAX 1 BAP + MS
T7 0,1 IBA X 2 BAP + MS
T8 0,1 IBA X 3 BAP + MS
T9 0,2 IBA X 0 BAP + MS
T10 0,2 IBA X 1 BAP + MS
T11 0,2 IBA X 2 BAP + MS
T12 0,2 IBA X 3 BAP + MS
T13 0,3 IBA X 0 BAP + MS
T14 0,3 IBA X 1 BAP + MS
T15 0,3 IBA X 2 BAP + MS
T16 0,3 IBA X 3 BAP + MS

Em seguida, os explantes com cerca de 1 cm, foram inoculados nos vidros
em camara de fluxo laminar, previamente esterilizada com alcool 70% e hipoclorito
de sodio 20%. Neste procedimento os instrumentos que foram utilizados passaram
por uma esterilizagdo com alcool 70%, a fim de se evitar a contaminagdo dos
explantes e do meio de cultura. Cada vidro recebeu um explante. Em seguida os
vidros foram devidamente fechados com tampa plastica e vedados com filme
plastico para evitar o contato do ambiente interno com o externo, garantindo deste

modo o grau maximo de assepsia.
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Posteriormente, os vidros com os explantes foram levados para a sala de
crescimento, onde permaneceram no escuro total durante 15 dias, a fim de se evitar
a oxidacao e estresse dos explantes, pois nas plantas, estes ndo estavam expostos
a luz (GRATTAPALGIA & MACHADO, 1998).

Apds o periodo de regeneragao de 15 dias no escuro, os explantes foram
expostos a luz (fotoperiodo 16 horas claro e 8 horas escuro), dando inicio a fase de
multiplicagéo, que seguiu por mais 15 dias, onde ao final foi realizada a avaliagéo do
experimento.

Em ambas as avaliagbes foram mensuradas as seguintes variaveis:
porcentagem de explantes contaminados, porcentagem de explantes oxidados,
presenga de calo, numero de brotos por explante e altura meédia dos explantes.

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para melhor
interpretacao dos resultados, apods a analise de variancia empregou-se a analise de
regressao. Para os testes estatisticos utilizou-se o programa computacional SAEG

5.0 da Universidade Federal de Vigosa.

3.3. DETERMINACAO DA PRODUTIVIDADE E RENDIMENTO DO OLEO
ESSENCIAL

A etapa de extracdo do Oleo essencial da citronela foi realizada no
Laboratério de Fitoquimica e Farmacognosia da Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Campus de Cascavel - PR.

Para a extracdo do 6leo essencial da citronela foram utilizadas amostras

obtidas da mesma localidade que o experimento de regeneragdo e multiplicagdo. A
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coleta também foi realizada em cada estacdo, sendo que foram coletadas 6

repeticbes para cada estagao, conforme a Tabela 3:

Tabela 3: Estacdo e periodo em que foram coletados a folhas de citronela de Java
(Cymbopogon winterianus Jowitt) para a determinagdo da produtividade e rendimento do
6leo essencial. Marechal Candido Rondon/PR, UNIOESTE, 2006.

Estacao Coleta

Verao Primeira quinzena do més de mar¢o/2006
Outono Primeira quinzena do més de maio/2006
Inverno Primeira quinzena do més agosto/2006
Primavera Primeira quinzena do més de outubro/2006

Foi realizada a hidrodestilagdo, através de um aparelho de Clevenger,
utilizando-se a técnica Il da Farmacopéia Brasileira IV ed (1988)

Para a destilagao, foi utilizado um baldo de fundo redondo de 1 L, sobre uma
manta aquecedora. Neste, foram colocados 50g de matéria fresca de citronela e um
volume de agua destilada suficiente para destilacdo durante 4 horas. Sobre o tubo
graduado do aparelho de Clevenger adicionou-se o volume de 0,5 mL de xilol, um
solvente utilizado para separar a agua do 6leo. Ao inicio da fervura da agua contida
no baldo foi realizada a leitura do volume de xilol contido no tubo graduado,
prosseguindo apos, a destilagcdo do material. Ao final de 4 horas, foi realizada uma
nova leitura no tubo graduado, determinando o volume do éleo.

A determinagao da produtividade do 6leo essencial foi calculada com auxilio
da formula utilizada por Czepak (2000). Além disso, como neste experimento o

material vegetal foi coletado a partir de uma cultura pré-existente em uma
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propriedade particular, os dados referentes a produtividade média de matéria fresca

da citronela foram entao obtidos para validagao da férmula utilizada:

L de dleo
R= X 100
Kg de matéria fresca

O rendimento do 6leo foi obtido através da relacdo g 100 g' de matéria
fresca produzida, estabelecendo deste modo a porcentagem de rendimento do 6leo
essencial. Em seguida calcularam-se as médias, desvio padrdo e o erro padrdo da

média, visando maior confiabilidade dos dados.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor apresentacao dos resultados as estagdes foram avaliadas em
conjunto para cada variavel estudada.

Durante a condugdo do experimento (maio/2005 a janeiro/2006 para
micropropagacao, e fevereiro/2006 a outubro/2006 para extragéo do 6leo essencial),
foram coletados dados metereolégicos (Tabela 4) referentes a cada estagédo em que
o ensaio foi conduzido. Vale ressaltar que o experimento da primavera 2005 foi
desprezado devido ao alto indice de contaminagdo de causas enddgenas. Outro
experimento para primavera foi conduzido no més de outubro de 2006.

Uma questao relevante deste trabalho é o fato de os experimentos terem
sido montados em anos diferentes (regeneracao e multiplicacdo em 2005 e
determinagdo da produtividade e do rendimento do d6leo essencial em 2006),
impedindo uma discussdo em conjunto. Além disso, as condi¢cdes climaticas se
mostraram bastante diferenciadas em 2006, culminando inclusive com o
florescimento atipico da citronela em julho.

De acordo com a Estagcao Metereoldgica do Parana (SIMEPAR) o ano de
2006 apresentou precipitagbes abaixo da normal climatoldgica, ocasionando um
quadro critico de estiagem, acompanhado de temperaturas elevadas. Durante o
inverno as temperaturas se alternaram entre periodos frios e temperaturas
relativamente altas para a estacédo (SIMEPAR, 2006).

Neste experimento, as etapas de subcultivos e enraizamento n&do foram
realizadas devido ao alto indice de contaminagcdo, provavelmente de causas

endogenas. Zigiotto (2004) e Dall’Oglio (2006) realizaram a micropropagacédo da
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citronela e verificaram que o enraizamento se da em meio de cultura desprovido de

reguladores vegetais, ou seja, o meio MS simples.

Tabela 4: Dados metereolégicos registrados para a regido de Marechal Candido

Rondon/PR, durante o periodo de condugéo do experimento.

Temp. média maxima Temp. média minima

Més/Ano Precipitagdao (mm) (°C) (°C)
Mai/2005 189,6 27 15
Jun/2005 221,0 25 17
Jul/’2005 42,8 23 11
Ago/2005 126,8 27 13
Set/2005 141,4 21 12
Dez/2005 51,2 36 19
Jan/2006 117,2 36 21
Fev/2006 57,4 29 19
Mar/2006 140,4 31 18
Abr/2006 86,2 27 17
Mai/2006 12,8 23 11
Jun/2006 53,4 25 13
Jul/’2006 15 25 13
Ago/2006 83,2 25 13
Set/2006 198,4 27 15
Out/2006 157,4 31 19

Fonte: Sistema Metereologico do Parana- SIMEPAR; CPTEC/INPE

4.1 ALTURA DOS EXPLANTES

Em relacdo a variavel altura média dos explantes, observa-se atraves da

Tabela 5 que apenas no inverno as doses de IBA e BAP acrescentadas ao meio de

cultura resultaram em respostas significativas. Em nenhuma estacado do ano houve

efeito na interacao

reguladores vegetais, para esta variavel.

IBA*BAP, demonstrando a independéncia de ambos os
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Tabela 5: Resumo do quadro de andlise de variancia para a altura média dos explantes de
citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) cultivados em meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) em fungdo de doses crescentes de IBA (Acido indolilbutirico) e BAP
(Benzilaminopurina) coletados e propagados in vitro nas quatro estagées do ano. Marechal
Candido Rondon/PR-UNIOESTE, 2005.

Quadrado Médio

F.V. G.L. Outono/05 Inverno/05 Verao/05 Primavera/06
IBA 3 1,8071 ns 12,5297** 3,1061 ns 1,4121 ns
BAP 3 1,3564 ns 8,7295** 1,7854 ns 0,3411 ns
IBA*BAP 9 1,6349 ns 3,2088 ns 1,3468 ns 0,1413 ns
Residuo 112

Total 127

C.V. 42,25 45,00 39,13 32,10

* significativo a 5% pelo teste F (P<0,05); ** significativo a 1% pelo teste F (P<0,01); ns= nao
significativo ao teste F.

Em geral, a micropropagacdo pode ser realizada em qualquer estagcdo do
ano, no entanto, seu sucesso depende de fatores como, por exemplo, as condigbes
climaticas em que o material vegetal é coletado. Ono & Rodrigues (1996) relatam
que as variagbes sazonais modificam o estado morfofisioldgico da planta-mae,
alterando seus niveis hormonais enddgenos e nutricionais, o que pode favorecer seu
desenvolvimento e enraizamento.

A adicdo de reguladores vegetais pode ser necessaria em condigdes
desfavoraveis ao desenvolvimento da planta, como por exemplo, o outono e inverno,
onde a precipitacéo, as temperaturas e o fotoperiodo sdo menores, culminando com
a dorméncia das gemas e a paralisacdo do crescimento vegetativo. Deste modo,
esperava-se que no outono, a adicdo dos reguladores vegetais ao meio de cultura
favorecesse o crescimento do explante, no entanto, nenhum resultado significativo

foi observado.



34

Vale ressaltar que, segundo o Decreto n° 4682, publicado no Diario Oficial n°
6958 de 19/04/2005, houve um longo periodo de estiagem que teve inicio no més de
dezembro de 2004 e se estendeu até o inicio do outono de 2005, culminando com a
declaracdo de situacdo de emergéncia em varios municipios da regidao oeste do
Paran4, inclusive no municipio de Marechal Candido Rondon-PR (PARANA, 2005).

Além disso, a ocorréncia de chuvas no més de maio de 2005 so6 foi
registrada no periodo posterior a coleta dos explantes para a condugdo do
experimento.

Outra consideracéao relevante é o fato da citronela geralmente, em funcéao
dos reguladores vegetais adicionados ao meio de cultura, apresentar formacéao de
calo na base do explante e a partir destes calos surgirem os brotos. Deste modo, o
crescimento em altura se da de forma mais lenta, sendo que possivelmente o
crescimento seria maior se a permanéncia no meio de cultura fosse aumentada, o
que pode ter reduzido os efeitos dos reguladores vegetais adicionados ao meio de
cultura. Vale ressaltar que as avaliagdes dos explantes foram realizadas aos 30 dias
apos a inoculacdo (DAIl). Dall’'Oglio (2006) obteve resultados significativos em
relacdo ao variavel altura dos explantes de citronela aos 60 DAI.

No inverno, os explantes apresentaram resultados significativos para a
variavel altura de explante em fungdo das doses de reguladores vegetais
adicionadas ao meio de cultura. Na Figura 1 é apresentada a curva e a equagéao da

regressao referente a esta estagao.
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Figura 1: Altura dos explantes no meio de cultura (Murashige & Skoog, 1962), no inverno
em fungdo de doses crescentes de: a) Acido indolilbutirico (IBA) e b) Benzilaminopurina
(BAP), aos 30 DAI. Marechal Candido Rondon/PR-UNIOESTE, 2005. * Significativo pelo
teste F (P<0,05); ** Significativo pelo teste F (P<0,01)

Observando-se a Figura 1 (a), nota-se resposta linear decrescente para a
altura média dos explantes em fungdo do aumento da concentragao de IBA no meio
de cultura.

Ainda na Figura 1 (a) pode-se perceber através da altura média alcangada
pela testemunha (3,9 cm) que durante o inverno a concentragéo de IBA enddgena
foi suficiente para auxiliar no desenvolvimento do explante em altura, possivelmente
ocasionado pelo feito fisiolégico das auxinas no alongamento celular (TAIZ &
ZEIGER, 2004). Acrescentando-se auxina no meio de cultura houve inibicdo do
alongamento celular, evidenciando que a concentragao deste regulador vegetal ficou
acima do ideal para o alongamento do explante.

Embora nem sempre necessarias no meio de multiplicacdo, muitos autores
utilizam auxinas para tal fim. Hu & Wang (1983), constataram que 48% dos meios de
multiplicacdo apresentados na literatura continham auxina. Para multiplicacdo de
clones de Eucalyptus, foi verificado que as partes aéreas se alongaram com a

adicao de IAA ou IBA (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
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Porém, em se tratando de espécie herbacea, os resultados alcancados
neste trabalho para o inverno de 2005 concordam com os resultados alcangados por
Zigiotto (2004), onde a concentracao de IBA se mostrou indiferente para a altura dos
explantes de citronela. Em seu trabalho, a autora ainda relata que ocorreu formagao
de raizes na testemunha (MS sem reguladores), confirmando os autores Taiz &
Zeiger (2004) que relatam que as auxinas s&o 0s unicos reguladores vegetais que
aumentam a formagédo de primérdios radiculares, no entanto, algumas espécies
formam raizes apenas com o nivel endégeno de auxina.

Observando-se a Figura 1 (b) nota-se que a presenca de BAP no meio de
cultura é importante para a micropropagacédo da citronela durante o inverno. Ao
observar a curva de regressao e a equagao encontrou-se a concentragdo de 0,81
mg L™ de BAP como sendo a dose ideal para o maximo crescimento dos explantes
de citronela, resultando em altura de 4,35 cm.

Vale a pena lembrar que as temperaturas normais para o més de julho na
regiao sdo amenas, no entanto, conforme a Tabela 4 pode-se perceber uma
elevacdo na temperatura durante o inverno de 2005. Contudo, no periodo que
antecedeu a coleta dos explantes a temperatura baixou consideravelmente, devido a
uma forte massa de ar frio, comum durante o inverno na Regiao Sul do Brasil.

Kerbauy (2004) relata que a diminuigado de temperatura ocasionou aumento
na concentragdo endégena de citocininas na orquidea Phalaenopsis e, também, em
outra orquidea tropical, Denbrobium. Desta forma, o periodo de frio a que as plantas
matrizes foram submetidas pode ter contribuido para o balango hormonal endégeno,
fazendo com que uma quantidade menor de citocinina seja suficiente para estimular

o desenvolvimento dos explantes de citronela.
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No verdo a variavel altura de explantes ndo apresentou resultados
significativos o0 que pode ser atribuido ao fato da citronela encontrar-se em plena
atividade vegetativa, com formagdo de novas gemas e emissao de folhas novas,
boas fontes de auxina enddégena. Além disso, as plantas matrizes se encontravam
em pleno florescimento, o que comprova um balango hormonal enddgeno entre
auxinal/citocinina favoravel (KERBAUY, 2004).

Debiasi et al. (2004), trabalhando com micropropagagdo de gengibre
obtiveram maior altura dos explantes em meio sem reguladores vegetais, ou seja, o
explante possuia um balango hormonal enddgeno suficiente para promover o
crescimento dos explantes.

Zuffelato-Ribas & Rodrigues (2001) destacam que o balango hormonal
endogeno sofre variagdes ao longo do ano devido as variagées sazonais, auxiliando
no desenvolvimento em uma estacdo e paralisando ou diminuindo o
desenvolvimento em outra. No entanto, mesmo com a aplicagdo de reguladores
vegetais a relacdo enddégena é mantida. Desta forma, o efeito que se espera dos
reguladores vegetais pode variar, estimulando em uma estacdo e até inibindo em
outra época do ano (IRITANI et al., 1986).

Na primavera também ndo houve efeito significativo dos reguladores
vegetais no crescimento dos explantes. Devido a isso, faz-se necessaria a
consideragado de que durante a condugao deste experimento as plantas matrizes ja
se encontravam em plena floragao, sendo esta precocemente ocorrida no més de
julho de 2006, pois, segundo Castro & Chemale (1995) e Castro & Ramos (2003), a
citronela floresce na primavera e no inicio do verao.

Silva (2003) afirma que em cada espécie vegetal, os hormbnios podem

exercer distintas fungdes no controle do desenvolvimento e fungao dos 6rgaos florais
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e sua concentragdo enddégena pode variar ao longo do periodo de floracdo. No
entanto, os estudos acerca deste assunto tém desconsiderando os varios
mecanismos que afetam a fisiologia da planta, principalmente os de ordem
hormonal.

Em micropropagacédo de Strelitzia as diferentes concentracées de BAP
acrescidas ao meio de cultura influenciaram no tamanho dos brotos formados, de
modo que quanto maior a concentragdo do regulador, menor a altura das brotagdes
(PAIVA et al., 2004).

Outra questao relevante neste trabalho e ja mencionada anteriormente é o
periodo compreendido entre a inoculacdo dos explantes e a avaliacdo. Na
propagacao in vitro de gengibre, os explantes s6 demonstraram resposta no
crescimento na segunda avaliacdo aos 30 DAI e no momento da primeira avaliagao,
aos 15 DAI, nenhum tratamento havia apresentado resultados positivos (DEBIASI et

al., 2004).

4.2 NUMERO DE BROTACOES POR EXPLANTE

De acordo com a Tabela 6, os reguladores vegetais tiveram efeito
significativo sobre a multiplicacdo dos explantes de citronela em todas as estagdes
do ano. No outono e no inverno foi observado efeito significativo apenas com a
adicdo de BAP ao meio de cultura. Ja no verdo, houveram efeitos significativos
isolados da adicédo de IBA e BAP ao meio de cultura. Apenas na primavera
observou-se interacdo significativa entre IBA e BAP em relagcdo ao numero de

brotacdes por explante.
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Tabela 6: Resumo do quadro de andlise de variancia para o numero de brotagbes por
explante de citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) cultivada em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) em fungéo de doses crescentes de IBA (Acido indolilbutirico) e
BAP (Benzilaminopurina) coletados e propagados in vitro nas quatro estagcées do ano.
Marechal Candido Rondon/PR-UNIOESTE, 2005.

Quadrado Médio.

F.V. G.L. Outono/05 Inverno/05 Verao/05 Primavera/06
IBA 3 0,2519 ns 0,2924 ns 4,1870* 0,8159 ns
BAP 3 2,7436* 2,2823* 0,2821* 0,4745 ns
IBA*BAP 9 0,1803 ns 0,1211ns 0,1682 ns 0,1640*
Residuo 112

Total 127

C.V. 30,5 35,9 24,8 29,5

* significativo a 5% pelo teste F (P<0,05); ** significativo a 1% pelo teste F (P<0,01); ns= nao
significativo ao teste F; Obs: O numero de brotagdes por explante foi corrigido pela equagao
(raiz (x+0,05), para efeito de anadlise estatistica

Na analise das médias para o numero de brotacdes por explante foi possivel
utilizar a analise de regressado apenas para a resposta desta variavel as doses de
BAP no outono (Figura 2), inverno (Figura 3) e verao (Figura 4 b) e para respostas
as doses de IBA, apenas no verao (Figura 4 a). Os resultados referentes a interagao
IBA x BAP para a primavera sao apresentados sob a forma de tabela (Tabela 7),
pois sua visualizacao em forma de grafico ndo se apresentou adequada.

Durante o outono e inverno a adigdo de IBA ao meio de cultura n&o resultou
em efeito significativo para o numero de brotacbes por explante. Resultado
semelhante foi alcangado por Zigiotto (2004), trabalhando com explantes de
citronela de Java coletados no inverno.

Ao contrario dos resultados obtidos neste trabalho, na india, Barthakur &
Bordoloi (1989) trabalhando com citronela de Java obtiveram resultados
significativos, porém utilizando outra auxina, o NAA (Acido naftalenoacético) e outro

tipo de explante, a gema nodal. No entanto, os autores ndo mencionam ao longo do
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trabalho a época em que coletaram os explantes. Na literatura ndo se encontram
dados referentes a sazonalidade e coleta de explantes para a micropropagacao.
Dessa maneira, fica evidente a importancia de estudos especificos para cada regiao,
com reguladores vegetais e épocas do ano, visando obter um protocolo de produgao
especifico para cada regiéo.

Para o BAP, no outono, houve efeito significativo dos resultados, permitindo

o estudo de regressao conforme a Figura 2.
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Figura 2: Numero de brotagbes por explante no meio de cultura MS (Murashige e Skoog,
1962), no outono, em fungéo de doses crescentes de Benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAI.
Marechal Candido Rondon/PR, UNIOESTE, 2005. ** Significativo pelo teste F (P<0,01).

Na Figura 2 fica evidente o efeito polinomial quadratico da adicdo de BAP
ao meio de cultura sobre a inducéo de brotagdes em explantes de citronela de Java.
Nesta figura confirma-se a importancia da citocinina na inducédo de brotagdes para
esta espécie.

A dose ideal de BAP no meio de cultura estimada para esta variavel é de

1,99 mg L', resultando em 1,84 brotos por explante de citronela.
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Diniz et al. (2004), alcangaram resultados significativos com a concentracao
de 2,0 mg L' de BAP em Heliconia stricta Huber. No entanto, estes verificaram
ainda que, a concentragdo de 4,0 mg L™ também nao diferiu estatisticamente das
concentragbes menores testadas. Para casos como este, podem-se utilizar
concentragcbes menores, que proporcionaram resultados numericamente
semelhantes as concentragdes elevadas, diminuindo custos com o produto utilizado.

Através destes resultados obtidos para a formagao de brotos, pode-se supor
que o balango hormonal enddgeno nao era favoravel, pois a testemunha apresentou
uma formacao de brotos minima quando comparada aos demais tratamentos.

Levando-se em consideracao o ambiente em que as plantas matrizes foram
coletadas e diante dos resultados alcangcados para a variavel altura dos explantes
(item 4.1), pode-se concluir que para a micropropagacao da citronela, coletada no
outono, a utilizagcdo da citocinina BAP faz-se necessaria para auxiliar na
multiplicacdo e emissao de novos brotos na espécie.

Na Figura 3 sdo apresentados os resultados referentes ao numero de
brotacdes por explante em funcéo da presenca de BAP no meio de cultura durante o
inverno. Nesta estagao também houve efeito polinomial quadratico para o niumero de
brotacdes por explante em resposta ao BAP.

A analise da equagdo da regressdo aponta a concentracdo de 1,97 mg L
de BAP como sendo a melhor dose para proporcionar uma boa taxa de multiplicagao

dos explantes de citronela, resultando em 1,52 brotos por explante.
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Figura 3: Numero de brotagées por explante no meio de cultura (Murashige e Skoog, 1962),
no inverno, em fungcdo de doses crescentes de Benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAL
Marechal Candido Rondon/PR-UNIOESTE, 2005. ** Significativo pelo teste F (P<0,01); Obs:
O numero de brotagdes por explante foi corrigido pela equagao (raiz (x+0,5), para efeito de
analise estatistica.

Trabalhando com micropropagac¢ao de capim-liméao (C.citratus), Reis et al.,
(1999) também obtiveram bons resultados na brotagdo dos explantes utilizando a
concentracdo de 1,0 mg L™ de BAP. Saha & Gosh (2003), trabalhando com citronela
de Java, utilizando pedagos de folhas, também conseguiram bons resultados
utilizando BAP em concentragbes que variaram de 0,5 a 2,0 mg L™, no meio de
cultura.

As Figuras 4 (a e b) referem-se ao numero de brotacées por explante em
funcao das concentragcdes de IBA e BAP presentes no meio de cultura no verao.

Verifica-se na Figura 4 (a) uma resposta linear decrescente do numero de
brotacdes por explante em fungdo de doses crescentes de IBA acrescentadas ao
meio de cultura, enquanto que na Figura 4 (b), na mesma estacao (verdo), para a
resposta a adigao de BAP ao meio de cultura, houve um comportamento polinomial

quadratico para esta variavel. Neste caso o maximo de numero de brotacdes por



43

explante foi atingido com a dose de 1,73 mg L' de BAP, resultando em 2,87 brotos
por explante.

Dall’'Oglio (2006) também trabalhando com citronela de Java, concluiu que a
adicao do IBA ao meio de cultura ndo se justifica para a formagao de brotagdes, pois
0 mesmo nao acrescentou resultados significativos a variavel citada.

Em estudos de micropropagagdo com Brachiaria, o meio de cultura foi
suplementado somente com citocinina para induzir brotacbes, e a auxina foi
adicionada posteriormente para manutengao da planta in vitro, garantindo o sucesso

do protocolo de micropropagacao (CABRAL et al., 2003).
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Figura 4: Numero de brotagdes por explante no meio de cultura (Murashige & Skoog, 1962),
no verdo, em funcdo de doses crescentes de: a) Acido indolilbutirico (IBA) e b)
Benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAIl. Marechal Candido Rondon/PR-UNIOESTE, 2006.
*Significativo pelo teste F (P<0,05); ** Significativo pelo teste F (P<0,01); Obs: O ndmero de
brotagbes por explante foi corrigido pela equagdo (raiz (x+0,05), para efeito de analise
estatistica.

No entanto, pode-se observar que a testemunha, sem regulador vegetal
proporcionou bom numero de brotacdes na estacdo do verdo, o que leva a sugerir

uma concentracdo endogena de auxina favoravel nas plantas matrizes,
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principalmente, em folhas novas e meristemas em desenvolvimento (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

Resultados semelhantes foram encontrados por Krapiec et al. (2003) com
Cattleya walkeriana Gardner, onde a presenga de IBA nas concentrag¢des 0,5; 1,0 e
1,5 mg L™ induziram uma boa formac&o de brotos.

Ja em relagdo ao BAP, pode-se observar na Figura 4 (b) que sua
concentragcao enddégena para o verdao nao foi suficiente para induzir a formagao de
brotacdes, ficando evidente a necessidade de adigdo deste regulador.

Neste experimento a concentracdo de 1,0 mg L™ de BAP resultou em um
numero superior de brotagcdes por explante quando comparado as demais
concentracoes, diferentemente do que aconteceu no outono e no inverno, onde as
concentragdes 1,0; 2,0 e 3,0 mg L™ ndo resultaram em diferenca estatistica para
esta variavel. A dose ideal de BAP calculada para a multiplicacdo dos explantes foi
1,73 mg L™, resultando em 2,87 brotacdes por explante.

De acordo com Kerbauy (2004), houve aumento na concentracao endoégena
de citocinina na orquidea Phalaenopsis quando estas passaram por um periodo de
baixas temperaturas. No entanto, no presente experimento, na época de coleta dos
explantes (janeiro/2006) as temperaturas encontravam-se elevadas (Tabela 4) e a
precipitacéo referente a este més foi relativamente baixa, o que leva a sugerir que a
temperatura possa ter ocasionado a diminuicdo dos teores enddgenos de
citocininas.

Para a primavera, pode-se observar através da Tabela 7, que a interacao
IBA*BAP mostrou-se significativa, demonstrando que ambos os reguladores agiram
conjuntamente. Quando avaliados separadamente, ambos nao apresentaram efeitos

significativos em relagado a formacéao de brotos por explante.
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Tabela 7: Numero de brotagdes por explante de citronela no meio de cultura (Murashige &
Skoog, 1962), coletados e propagados in vitro na primavera, em fungéo de doses crescentes
de Acido Indolilbutirico (IBA) e Benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAI. Marechal Candido
Rondon/PR-UNIOESTE, 2006.

Concentragao de Concentragao de IBA no meio de cultura
BAP:J’It'J‘ff de " 0,0mgL" 0,1 mgL" 0,2mgL" 0,3mgL"
0,0 mg L 0,25aA 0,63 ab A 0,63aA 0,38aA
1,0 mg L 0,50a A 0,50 ab A 0,50a A 025a A
2,0mg L’ 0,87aA 0,25b A 0,50a A 0,75aA
3,0mglL"’ 0,63aA 1,25a A 0,38aA 0,25aA
Média 0,56 0,66 0,5 0,40
CV (%) 29,48

Médias seguidas de mesma letra, minuscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com a Tabela 7, na primavera, a melhor combinacao de
reguladores vegetais € 3,0 mg L' de BAP e 0,1 mg L de IBA, o que neste trabalho
produziu em meédia 1,25 brotos por explante.

Krapiec et al. (2003), trabalhando com Cattleya walkeriana Gardner,
utilizaram combinagdes de dois tipos de auxinas, o acido naftalenoacético (NAA) e o
acido indolilbutirico (IBA), e dois tipos de citocininas, benzilaminopurina (BAP) e a
cinetina (KIN), sendo todos combinados em doses de 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg L. A
melhor combinagao relatada pelos autores foi a de IBA e BAP, concordando com os
resultados deste trabalho. No entanto, os autores ndo mencionam qual foi a melhor
dose de cada regulador.

Bhin et al. (1990) conseguiram multiplicar um grande numero de brotos em
Agave cantala combinando duas auxinas (NAA e IBA) juntamente com uma
citocinina (KIN), sendo as doses utilizadas de 0,075 mg L™, 0,1 mgL"e 0,5mg L™,

respectivamente, obtendo assim, resultados satisfatérios.
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4.3 PORCENTAGEM DE FORMAGAO DE CALO

Neste estudo, houve formacgao de calo nos explantes coletados em todas as
estacdes do ano, exceto na primavera, onde ndo houve resultados significativos em
relacdo a esta variavel. Pode-se sugerir que isto ocorreu devido ao balango
endogeno, e mesmo que tenha sido realizada a aplicagdo exégena de reguladores
vegetais, tal balango foi mantido (ZUFFELATO-RIBAS & RODRIGUES, 2001).
Observa-se na Tabela 8 que a presenca de IBA no meio de cultura somente

influenciou na formacgao de calo durante o inverno (Figura 5 a).

Tabela 8: Resumo do quadro de analise de variancia para a porcentagem de formagéao de
calo em explantes de citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) em fungdo de doses crescentes de IBA (Acido indolilbutirico) e
BAP (Benzilaminopurina) coletados e propagados in vitro em cada estagdo do ano.
Marechal Candido Rondon/PR-UNIOESTE, 2005.

Quadrado Médio

F.V. G.L. Outono/05 Inverno/05 Verao/05 Primavera/06
IBA 3 0,9114 ns 0,2500* 0,6250 ns 0,2864 ns
BAP 3 1,4661* 4,4375* 6,8125 ** 0,7812 ns
IBA*BAP 9 0,6336 ns 0,1875 ns 0,9722 ns 0,2171 ns
Residuo 112

Total 127

C.V. 26,65 19,44 11,27 11,08

* significativo a 5% pelo teste F (P<0,05); ** significativo a 1% pelo teste F (P<0,01); ns= nao
significativo ao teste F

Segundo Debiasi (2000), o emprego de gemas apicais e laterais proporciona
indices relativamente baixos de variagdo somaclonal e atribui-se ao balango
endogeno de auxina e citocinina um dos principais fatores responsaveis pela

determinagdo do tipo de gema que ird se originar. Deste modo, a presenga
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excessiva de reguladores vegetais no meio de cultura, principalmente as auxinas,
pode favorecer a formagdo de calo na base do explante (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), em algumas espécies a formagéao
de calo é indesejavel, visto que interfere na homogeneidade genética das plantas.
Na micropropagag¢ao da citronela a formagado de calo pode ser considerada um
aspecto favoravel, pois a partir do calo surgem as brotagdes, também chamadas de
afilhos, resultando em “tufos” que posteriormente podem ser divididos e
subcultivados.

Neste estudo, como ja visto na Tabela 8, percebe-se que os explantes
coletados no inverno foram influenciados significativamente pela adicao de IBA no
meio de cultura. Na figura 5 (a) verifica-se que houve resposta linear crescente a
adicao de IBA no meio de cultura para a formacédo de calo. Com a dose maxima
utilizada (0,3 mg L") obteve-se em média, 65,63% de explantes que formaram calo,
sendo que a testemunha apresentava 46,88% de explantes com calo. No entanto,
observando-se o item 4.2, discutido anteriormente, nota-se que mesmo com a
formagao de calo, ndo houve influéncia do IBA sobre a indugdo de brotagdo dos
explantes (Tabela 6).

Zigiotto (2004) em seu trabalho com citronela também alcangou resultados
semelhantes aos encontrados neste trabalho.

Em relagdo a influéncia do BAP em explantes coletados no inverno, nota-se
na Figura 5 (b), que houve uma resposta polinomial quadratica para a porcentagem
de formacao de calo em funcao da adicdo de BAP ao meio de cultura. A dose de
BAP que resultou em maxima porcentagem de calo foi de 2,0 mg L™, resultando em

87,5% de explantes que formaram calo. Esta resposta esta condizente com a
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resposta obtida para este regulador vegetal em relacdo ao numero de brotos por
explante, discutido anteriormente (item 4.2, Tabela 6 e Figura 3), confirmando o
potencial de multiplicagdo do calo. No entanto, a fidelidade genética do material

propagado pode ser prejudicada (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
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Figura 5: Porcentagem de formacdo de calo nos explantes em meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), no inverno, em fungdo de doses crescentes de: a) Acido
indolilbutirico (IBA) e b) Benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAI. Marechal Céndido
Rondon/PR-UNIOESTE, 2005. Obs: A porcentagem de formagéo de calo foi corrigida pela
equacao (raiz(x+0,5), para efeito de analise estatistica.

No caso da citronela a adicdo de BAP ao meio de cultura apresentou bons
resultados em relagéo a formacgéo de calo. No entanto, existem espécies que nao
apresentam resultados significativos para este regulador vegetal quando adicionado
individualmente, como é o caso de Artemisia absinthium, onde o BAP foi adicionado
nas doses de 0,88 mg L' e 2,22 mg L (NIN et al., 1996). Quando adicionada em
conjunto as citocininas BAP e KIN resultaram em formacao intermediaria de calo e
quando a auxina NAA foi adicionada individualmente, proporcionou a maior

porcentagem de formagéao de calo (SILVA et al., 2003).
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Tanto para o verao (Figura 6 a) quanto para o outono (Figura 6 b) houve
resposta a adicdo de BAP ao meio de cultura para a formacao de calo nos
explantes. Deste modo fica evidente a necessidade de BAP no meio de cultura para
a indugao de calo, bem como a emissao de novas brotagdes.

Nas duas estagdes (verdo e outono) houve uma resposta polinomial
quadratica para esta variavel, sendo que no verado a dose ideal de BAP foi de 2,47
mg L™, resultando na maxima porcentagem de formagao de calo, enquanto que no

outono a dose 6tima foi de 2,16 mg L' de BAP, resultando em 49,17% de formagao

de calo.
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Figura 6: Porcentagem de formacdo de calo nos explantes em meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), no verao (a) e no outono (b), em fungédo de doses crescentes
de Benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAI. Marechal Candido Rondon/PR-UNIOESTE, 2005.
Obs: A porcentagem de formagao de calo foi corrigida pela equagéao (raiz(x+0,5)), para efeito
de analise estatistica.

Em Castanea molissima a presenga excessiva de BAP no meio de cultura
inibiu a formacgao de brotos e induziu a formagao de calo na base do explante (Ql

GUANG et al., 1986).
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No presente trabalho, a presenca de BAP também favoreceu a formagao de
calo, no entanto, resultou em maior numero de brotacbes por explante,
principalmente no inverno, onde as plantas matrizes encontravam-se em condi¢des

de desenvolvimento lento.

4.4, PORCENTAGEM DE OXIDAGAO

De acordo com a Tabela 9, somente no inverno e na primavera houve a
oxidacao dos explantes. No inverno houve efeito significativo do IBA e do BAP para

esta variavel e na primavera foi observada a oxidagado de 100% dos explantes.

Tabela 9: Resumo do quadro de variancia para a porcentagem de oxidagdo em explantes
de citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) cultivados em meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) em funcdo de doses crescentes de IBA (Acido indolilbutirico) e BAP
(Benzilaminopurina) coletados e propagados in vitro em cada estagdo do ano. Marechal
Candido Rondon/PR-UNIOESTE, 2005.

Quadrado Médio

F.V. G.L. Outono/05 Inverno/05 Verao/05 Primavera/06
IBA 3 0,6250 ns 0,2161* 0,7031 ns **

BAP 3 0,2083 ns 0,1536* 0,7031 ns **
IBA*BAP 9 0,1388 ns 0,7031 ns 0,3559 ns **
Residuo 112

Total 127

C.V. 7,57 10,59 9,90 **

* significativo a 5% pelo teste F (P<0,05); ns= nao significativo ao teste F; ** auséncia de
variancia, 100% de oxidagéo.

Um problema frequentemente encontrado no cultivo in vitro é o

escurecimento dos tecidos lesados do explante causado pela oxidacdo de
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compostos fendlicos (GEORGE & SHERRINGTON, 1984) o que prejudica o
crescimento dos explantes, além de ser um fator de redugcdo da taxa de
multiplicacdo (CARNEIRO, 1997).

A oxidacao ocorre em funcio da liberacido de compostos fendlicos in vitro,
precursores da sintese de lignina, pelo tecido injuriado. Esse acumulo de polifendis e
produtos de oxidagado, como melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno da
superficie excisada, modificam a composicdo do meio de cultivo e a absorcao de
metabolitos (ANDRADE et al., 2000).

Segundo Sato et al., (2001) esses compostos fendlicos sao oxidados pelas
enzimas polifenases, produzindo substancias toéxicas, inibindo o crescimento dos
explantes, podendo causar sua morte, além de escurecer o0 meio de cultura.

Uma das razdes para a oxidagado dos explantes pode ter sido o baixo indice
pluviométrico registrado no periodo de inverno na regidao de Marechal Candido
Rondon, onde no més de julho de 2005 choveu apenas 42,8 mm. Além disso, as
plantas matrizes de citronela se localizavam em area ensolarada. Abreu (2002)
trabalhando com Hypericum brasiliense, uma espécie encontrada no Sul e Sudeste,
observou que a concentragcdo de compostos fendlicos aumentou com o déficit
hidrico, bem como em temperaturas noturnas em torno de 10°C. A autora relata
ainda que existem fatores interno e externos que controlam a producdo dos
compostos fendlicos, como horménios, luz, nutrientes e agua.

Observando-se a Figura 7 (a), pode-se perceber que houve uma resposta
polinomial quadratica com a dose minima de 0,13 mg L-1 de IBA, resultando em
81,25% de oxidagéo.

Ao contrario do que aconteceu com o IBA, observa-se na Figura 7 (b) em

relacdo a concentragdo de BAP, que a testemunha apresentou 100% de oxidagao,
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enquanto os demais tratamentos apresentaram redugdo na porcentagem de
oxidacao. A concentragao que apresentou menor porcentagem de oxidagao foi a de

2,0 mg L' de BAP, com 84,38% de oxidacao.
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Figura 7: Porcentagem de oxidagdo nos explantes em meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962), no inverno, em fungdo de doses crescentes de: a) Acido indolilbutirico e b)
Benzilaminopurina (BAP), aos 30 DAI. Marechal Candido Rondon/PR-UNIOESTE, 2005.
Obs: A porcentagem de formagao de calo foi corrigida pela equagéao (raiz(x+0,5)), para efeito
de analise estatistica.

Resultados distintos foram encontrados por Paiva et al. (2004), onde a
oxidacao do meio de cultura contendo explantes de Strelitzia nao sofreu interferéncia
com a adigdo de BAP ao meio de cultura. Ja Cai & Butler (1990) observaram o
aumento da oxidagao dos explantes de sorgo em meio de cultura devido a adigao da
citocinina BAP.

Getachew (1999) relata que algumas classes de metabdlitos secundarios
parecem ter importancia na protecédo de plantas contra estresses ambientais, como o

estresse hidrico. Tal fato também é confirmado por Honner (1988). O autor ainda
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relata que plantas que crescem em pleno sol produzem trés vezes mais taninos do
que plantas que se desenvolvem na sombra.

Na literatura encontram-se relatos sobre a concentracdo de compostos
fendlicos relacionada ao estadio fenolégico da planta. Em plantas lenhosas como a
Leucena leuocephala, Deotale et al. (1994) relatam que o teor de taninos era maior
em folhas herbaceas. Ja Masoodi (1985) também trabalhando com espécies
lenhosas, porém frutiferas, relata que a concentracdo de taninos aumentava
conforme ocorria a maturagao das folhas.

Na literatura encontram-se opg¢des para o controle da oxidacdo, como a
lavagem dos explantes em agua corrente para auxiliar na lixiviagdo dos compostos
fendlicos; a utilizagdo de substancias antioxidantes como o acido ascérbico, o acido
citrico, o PVP (polivinilpirrolidone) e o carvao ativado, seja no meio de cultura ou na
forma de banhos. Pode-se também incubar os explantes inicialmente no escuro, o
que foi realizado neste trabalho e também ha a opcao de se realizar a transferéncia
freqliente dos explantes, eliminando as porgdes escuras e renovando o meio de
cultura (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Relatos com a concentracdo de metabdlitos secundarios em citronela nao
foram encontrados na literatura, dessa forma, supde-se que o aumento ocorrido no
inverno e na primavera seja resultante de fatores externos a que as plantas estavam

submetidas, ou seja, a variagdo sazonal.
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4.5. PORCENTAGEM DE CONTAMINAGAO

De acordo com a Tabela 10, pode-se observar que em nenhuma das
estacdes houve resultados significativos quanto a porcentagem de contaminagao em
funcdo da adi¢ao de reguladores.

No entanto, houve contaminacao em todas as estacdes do ano e a provavel
causa é a contaminagao enddgena das plantas matrizes, visto que estas estavam
expostas a varios microorganismos presentes no ambiente. No momento da coleta
dos explantes, estes n&o apresentavam nenhum sintoma visual de doenca.
Grattapaglia & Machado (1998) relatam que em alguns casos ndo se percebe a

contaminacao das plantas visualmente.

Tabela 10: Resumo do quadro de analise de variancia para porcentagem de contaminagao
em explantes de citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) em fungdo de doses crescentes de IBA (Acido indolilbutirico) e
BAP (Benzilaminopurina) coletados e propagados in vitro em cada estagdo do ano.
Marechal Candido Rondon/PR-UNIOESTE, 2005.

Quadrado Médio

F.V. G.L. Outono/5 Inverno/05 Verao/05 Primavera/06
IBA 3 0,6250 ns 0,1536 ns 0,1770 ns 0,2968 ns
BAP 3 0,4166 ns 0,7812 ns 0,1354 ns 0,2786 ns
IBA*BAP 9 0,1180 ns 0,8420 ns 0,2534 ns 0,2369 ns
Residuo 112

Total 127

Média geral (%) 75,56 80,82 90,93 100

C.vV. 19,95 26,29 28,08 17,06

ns= nao significativo ao teste F

Apesar de se realizar uma desinfestagdo dos explantes, diversos

organismos de natureza enddégena nao sao expostos aos agentes desinfetantes e



55

devem ser controlados ainda na planta matriz, pois as contaminag¢des enddgenas
representam sério problema no estabelecimento das culturas in vitro
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998), fazendo-se necessario o aprimoramento nas
técnicas de assepsia para o cultivo in vitro.

Uma alternativa para controlar os problemas de contaminacgao é cultivar as
plantas matrizes em ambiente protegido conciliado com tratamentos quimicos que
visam a protecdo e garantia de sanidade das plantas matrizes, sendo uma
recomendacao para a citronela de Java.

Neste experimento ndo foi possivel a identificagdo dos patdégenos
encontrados nos explantes cultivados in vitro. Alguns produtores de capim-limao (C.
citratus (DC) Stapf) e citronela de Java (C. winterianus Jowitt) da regido Oeste do
Parana relatam que um grande problema para essas culturas é a proliferagdo do
fungo do género Fusarium, que ataca as touceiras devido as mesmas serem muito
grandes e fechadas, ocorrendo excesso de umidade em seu interior e a ineficiente
incidéncia de raios solares.

Na espécie de C. citratus (DC) Stapf. verificou-se contaminagcéo por
Fusarium (CZEPAK et al., 2003), além do aparecimento de fungos de ferrugem das
folhas e pulgbes ou cochonilhas na base das folhas ou nos rizomas (CASTRO &

RAMOS, 2002).

4.6. PRODUTIVIDADE E RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL

De acordo com a Tabela 11, pode-se perceber aumento na produtividade do

oleo essencial da citronela e no rendimento do 6leo durante o inverno.
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Resultados distintos foram observados por Singh et al. (1994), onde as
maiores concentracdes de 6leo essencial de citronela de Java foram encontradas
em plantas coletadas no periodo do outono. Devido a isso, é importante o estudo da
ecofisiologia da planta na regido onde se deseja cultiva-la para fins comerciais, pois
o clima de uma regidao pode ser favoravel ao desenvolvimento das plantas e pode

ser desfavoravel em outra.

Tabela 11: Produtividade e média do rendimento do 6leo essencial em folhas de citronela
de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) coletada em cada estagdo do ano. Marechal
Candido Rondon/PR-UNIOESTE, 2006.

Estacao Produtividade do 6leo (Kg ha™) Rendimento de dleo (%)
Verao 2005/06 1,140 0,76 £ 0,1
Outono 2006 0,855 0,57 £ 0,2
Inverno 2006 2,055 1,37 £ 0,3
Primavera 2006 1,155 0,77 £ 0,1

Costa et al. (2004), no municipio de Sao Cristovao-SE, obtiveram maior
rendimento do 6leo essencial de citronela no verdo, outono e na primavera, com
rendimento médio de 132,60, 119,08 e 13529 L ha'1, respectivamente.
Independente da época, os autores mencionam que o melhor horario de coleta é
durante as primeiras horas da manha. Os autores mencionam ainda que a época
que obtiveram o menor rendimento do dleo foi durante o inverno (38,39 L ha™),
periodo de chuvas naquela regidao (Sergipe). Estes resultados discordam dos
resultados encontrados neste trabalho, onde o maior rendimento foi obtido no

inverno (1,37%).
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Os autores relatam ainda que as condigdes climaticas da regido, chuva
moderada (100 mm) e temperatura moderada (20 a 30°C) permitem o
desenvolvimento da citronela durante o ano todo. Sarma (2002) também relata estas
condicoes como sendo ideais para o rendimento do 6leo essencial de citronela.

Vale a pena ressaltar que as condi¢cbes climaticas podem variar de um ano
para o outro, sendo assim, em um ano o inverno pode ser rigoroso e em outro mais
brando. Além disso, na regido sul do Brasil as estagbes sdo bem definidas, o que
ocasiona a reducao na velocidade de desenvolvimento das plantas em periodos nao
favoraveis ao crescimento e a retomada do crescimento quando as condi¢des voltam
a ser favoraveis.

Durante o periodo de extragao do 6leo essencial neste experimento (margo
de 2006 a outubro de 2006) as condicbes climaticas variaram de modo que no
inverno as temperaturas chegaram a 30°C. E conforme mencionado anteriormente
neste trabalho, o ano de 2006 apresentou também um quadro critico de estiagem
(SIMEPAR, 2006). Na Tabela 4 da pagina 32 deste trabalho, pode-se verificar que a
precipitacdo no més de julho foi de 15 mm, tornando o clima quente e seco, o que
proporcionou um maior rendimento do éleo essencial desta espécie.

Outro fato a ser considerado é o florescimento da citronela, que na regiao sul
ocorre no final da primavera e inicio do verdo (CASTRO & RAMOS, 2003). Durante a
conducao deste experimento, a citronela encontrou-se com a inflorescéncia
totalmente desenvolvida j@ no més de julho, sendo notéria e influéncia da
temperatura sobre o florescimento da citronela.

Chiris (1925) avaliou a produgao do 6leo essencial na parte aérea de menta
e observou que no inicio do florescimento o rendimento era elevado, diminuindo a

seguir. Guenter (1943) também observou que o rendimento maximo de dleo
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essencial em folhas de Ocimum gratissimum foi obtido durante o florescimento e
também diminuiu a seguir.

Chalchat et al. (1994) extrairam 6leo em diferentes estagios de floracao de
Artemisia annua e verificaram que no pico da floragdo o rendimento foi maior,
ficando na ordem de 0,5 %.

Estes resultados concordam com os resultados encontrados neste trabalho,
onde no inverno quando a planta floresceu o rendimento do 6leo essencial foi maior
e na primavera (época normal para o florescimento da citronela) o rendimento do
6leo foi menor.

Apesar de a citronela ser uma espécie muito conhecida, ndo foram
encontrados na literatura dados de anos anteriores referentes a época de colheita e
rendimento do 6leo essencial na regido sul do Brasil, deste modo a comparacéo fica
prejudicada, contudo os dados sdo de grande valia.

Dias & Oliveira-Filho (1996) relatam que uma das maiores preocupacoes dos
pesquisadores € em relacdo a fatores externos que acabam acionando respostas
enddgenas nas plantas, muitas vezes indesejadas.

Novos experimentos com citronela visando estimar a produtividade e
rendimento do 6leo essencial seriam interessantes. Além disso, o monitoramento da
precipitacdo e da temperatura, bem como o estudo fenoldgico, principalmente a
observacdo do inicio do florescimento da espécie poderiam fornecer dados
importantes para a implantagdo comercial da cultura.

No presente trabalho, mesmo com uma precipitagao deficiente, a citronela
apresentou bom rendimento do 6leo essencial no inverno. Shabih Fatima et al.
(2002) observaram o comportamento de duas espécies de citronela, C. martinii e C.

winterianus submetidas a estresse hidrico e constataram que a espécie C.
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winterianus teve seu rendimento do 6leo essencial diminuido além de que as
concentragbes do citronelal, principal constituinte do dleo essencial de citronela,
também apresentaram decréscimo.

Baseando-se nos resultados encontrados neste trabalho, fica evidente a
importancia de estudos acerca de variagdes sazonais e micropropagagao, 0 que visa
atender o mercado atual de plantas medicinais e aromaticas que exige qualidade

fitossanitaria das plantas, bem como dos principios ativos nelas encontrados.



5. CONCLUSOES

. Para o verédo a dose de 1,73 mg L produziu 2,87 brotos por explantes
de citronela propagados in vitro. A adi¢ao de IBA, ndo tem seu uso justificado para a
multiplicagdo dos explantes nesta estagao;

. A multiplicacdo da citronela de Java durante o verdo n&o apresenta
problemas com a oxidacdo dos explantes, fator este limitante para a cultura de
tecidos vegetais;

. A formacdo de calo na base dos explantes de citronela de Java
proporcionou um maior numero de brotacdes em explantes coletados no veréo

° A sazonalidade nao influencia a porcentagem de contaminacdo de
explantes apicais de citronela de Java propagados in vitro.

. O maior rendimento do 6leo essencial se deu no inverno, periodo em

que ocorreu o florescimento da espécie.
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