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RESUMO

MENEGUSSO, Fernanda Jaqueline, D. S. Universidade Estadual do Oeste do
Parana, fevereiro - 2021. Estudo histolégico e propagacdao assexuada de
genétipos de lavanda. Orientadora: Dr2. Fabiola Villa.

Objetivou-se avaliar o potencial de enraizamento de estacas de lavanda em fungéo
da espécie, genotipo, concentragdo de acido indolbutirico (AlB) e o seu modo de
aplicagao e qualidade do dleo essencial. Foram conduzidos 3 experimentos € uma
caracterizacao de 6leo essencial. Experimento 1: O experimento foi realizado no
periodo de margco a abril de 2019 sob condicbes de telado com 50% de
sombreamento, na Estagdo Experimental de Horticultura e Cultivo Protegido da
Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon (PR). Foram coletados ramos das
plantas matrizes com auxilio de uma tesoura de poda, cultivadas em area
experimental da mesma universidade. O delineamento experimental foi em blocos
ao acaso, em esquema fatorial 2 x 4 [espécie L. angustifolia e L. canariensis x
concentragdes de 0, 1000, 2000 e 3000 mg L' de AIB. Experimentos 2 e 3:
Experimentos realizados de outubro a dezembro de 2019 no “Centro de
Investigaciones de Albaladejito” em Cuenca, Cuenca, Espanha. O experimento 2
contou com 3 genotipos (G621, G763 e G764) x 4 concentragdes de AIB (0, 1000,
2000, 3000 mg L") e o experimento 3 com os mesmos gendtipos x tipos de imersao
(lenta e rapida). Nos experimentos 1, 2 e 3 foram avaliados os parédmetros
fitotécnicos, percentagem de estacas enraizadas e calejadas, numero de raizes e
comprimento da maior raiz (cm). Para os experimentos 1 e 2 foram realizadas
analises anatdbmicas, com foco na formacao de raizes adventicias. Também foi
realizada a caracterizacdo de oleo essencial das espécies L. canariensis, L. latifolia
e L. dentata. Para o experimento 1 encontrou-se que para os parametros estacas
calejadas e comprimento da raiz houve significAncia apenas para espécie L.
angustifolia, apresentando menor percentagem de estacas calejadas e maior
comprimento de raiz. Enraizamento e numero de raizes aumentaram
proporcionalmente ao aumento da concentracdo de AIB. No estudo histoldgico a
especie L. latifolia apresentou estrutura essencialmente secundaria e L. canariensis
apresentou estrutura essencialmente primaria. Em L. /atifolia ha presenca de feixes
de fibras isolados na regido cortical e em L. canariensis ha tricomas e feixes de
fibras bem desenvolvidos sobre o floema. Para ambas as espécies em estudo houve
correlagao entre este estudo e avaliagao fitotécnica de numero de raizes. Conclui-se
que o uso de AIB para as espécies em estudo é indicado na maior dose testada
(3000 mg L") e a presenga desse feixas de fibras ndo impedem a emergéncia de
raizes. No experimento 2, encontrou-se que AIB promoveu aumento no
enraizamento, com excecédo do gendtipo G764. Para numero de raizes apenas as
concentragdes de AIB foram significativas, demonstrando diminuigdo nos valores
com o aumento de AIB. No estudo histolégico, nos gendtipos analisados feixe de
fibras formando um cilindro descontinuo podem ser observados, como por exemplo
no caule do gendtipo 621. Em relagéo a imerséo (experimento 3), G621 apresentou
maior comprimento de raiz na imersao rapida e G764 na imersao lenta. Recomenda-
se uma concentragdo média de 1500 mg L' de AIB para os gendtipos G621 e G763
e de 400 mg L' para o G764. Apesar da presenga de feixes de fibras, ndo ha
impedimento para emissdo das raizes adventicias nos genodtipos estudados. A



imersédo rapida foi favoravel para o G621 e a lenta para o gendtipo G764. Na
caracterizagdo do oleo encontrou-se que a amostra B (L. canariensis) diferiu das
demais quanto a grupo quimico e componentes majoritarios, tendo caracteristicas
peculiares que podem ser aproveitas. Conclui-se que ha diferencas entre espécies e
gendtipos de lavandas quanto a enraizamento e os feixes de fibras existentes néo
impedem o enraizamento. porém n&o é visualizado barreiras anatdbmicas para as
espécies em estudo. O 6leo essencial também apresenta caracteristicas diferentes
entre as espécies. Entre partes diferentes de uma mesma espécie ocorrem algumas
diferengas nas quantidades de componentes, no entanto os grupos majoritarios
permanecem iguais. Lavandula canariensis apresentou caracteristicas quimicas
interessantes para serem exploradas comercialmente.

Palavras-chave: Oleo essencial. Lavandula. Estaquia.

ABSTRACT

MENEGUSSO, Fernanda Jaqueline, D. S. Universidade Estadual do Oeste do
Parana, febrery - 2021. Histological study and asexual propagation of lavender
genotypes. Advisor: PhD Fabiola Villa.

The aim of this study was to evaluate the rooting potential of lavender cuttings as a
function of species, genotype, indolbutyric acid (IBA) concentration and its mode of
application and essential oil quality. Three experiments and one essential oil
characterization were conducted. Experiment 1: The experiment was carried out from
March to April 2019 under greenhouse conditions with 50% shading, in the
Experimental Station of Horticulture and Protected Cultivation of Unioeste, Campus
Marechal Candido Rondon (PR). Branches were collected from the mother plants
with the aid of pruning scissors, cultivated in an experimental area of the same
university. The experimental design was in randomized blocks, in a 2 x 4 factorial
scheme [species L. angustifolia and L. canariensis x concentrations of 0, 1000, 2000
and 3000 mg L' of IBA. Experiments 2 and 3: Experiments carried out from October
to December 2019 at the “Centro de Investigaciones de Albaladejito” in Cuenca,
Cuenca, Spain. Experiment 2 had 3 genotypes (G621, G763 and G764) x 4 IBA
concentrations (0, 1000, 2000, 3000 mg L) and experiment 3 with the same
genotypes x types of immersion (slow and fast). In experiments 1, 2 and 3, the
phytotechnical parameters, percentage of rooted and callused cuttings, number of
roots and length of the longest root (cm) were evaluated. For experiments 1 and 2,
anatomical analyzes were performed, focusing on the formation of adventitious roots.
The characterization of essential oil of the species L. canariensis, L. latifolia and L.
dentata was also carried out. For experiment 1 it was found that for the parameters
calloused cuttings and root length there was significance only for L. angustifolia
species, with a lower percentage of calloused cuttings and longer root length.
Rooting and number of roots increased proportionally to the increase in IBA
concentration. In the histological study, the species L. latifolia presented an
essentially secondary structure and L. canariensis presented an essentially primary
structure. In L. /atifolia there are isolated fiber bundles in the cortical region and in L.
canariensis there are well-developed trichomes and fiber bundles over the phloem.
For both species under study there was a correlation between this study and the
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phytotechnical evaluation of the number of roots. It is concluded that the use of IBA
for the species under study is indicated at the highest dose tested (3000 mg L") and
the presence of these fiber bundles does not prevent root emergence. In experiment
2, it was found that AIB promoted an increase in rooting, with the exception of the
G764 genotype. For number of roots only the concentrations of IBA were significant,
showing a decrease in values with the increase of IBA. In the histological study, fiber
bundles forming a discontinuous cylinder can be observed in the analyzed
genotypes, such as in the stem of genotype 621. Regarding immersion (experiment
3), G621 showed greater root length in fast immersion and G764 in slow immersion.
An average concentration of 1500 mg L of IBA is recommended for genotypes
G621 and G763 and 400 mg L' for G764. Despite the presence of fiber bundles,
there is no impediment to the emission of adventitious roots in the studied genotypes.
Fast immersion was favorable for G621 and slow for the G764 genotype. In the
characterization of the oil, it was found that sample B (L. canariensis) differed from
the others in terms of chemical group and major components, having peculiar
characteristics that can be used. It is concluded that there are differences between
lavender species and genotypes regarding rooting and the existing fiber bundles do
not prevent rooting. however, anatomical barriers are not visualized for the species
under study. Essential oil also has different characteristics between species.
Between different parts of the same species there are some differences in the
amounts of components, however the major groups remain the same. Lavandula
canariensis presented interesting chemical characteristics to be commercially
exploited.

Keywords: Essential oil. Lavandula. Cutting.
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1  INTRODUGAO GERAL

As plantas do género Lavandula L. sdo apreciadas pelas suas propriedades
aromaticas e presenca de oleo essencial. Seu cultivo esta se tornando expressivo
em diferentes regides do Brasil, como no estado de Sao Paulo, Minas Gerais,
Parana e Rio Grande do Sul, atraindo atividades de turismo e oferecendo retorno
econdmico aos agricultores. Pesquisas em relagao a propagagéao irdo promover uma
implantacdo de cultivos com maior qualidade, trazendo desenvolvimento para as
familias rurais e diversificando a producéo.

A espécie do género predominantemente explorada é a Lavandula dentata
L., cujo Oleo essencial tem caracteristicas canforadas. Surge assim o interesse em
entender melhor a propagagao de outras espécies vegetais pertencentes ao género
bem como os seus 6leos essenciais.

Espécies de lavanda podem ser propagadas assexuadamente pelo método
de estaquia. Para melhorar e uniformizar o enraizamento de espécies vegetais pode
ser utilizado fitorregulador, como o acido indolbutirico (AIB). Um sistema radicular
uniforme e bem formado ajudara no estabelecimento da muda no campo.

Algumas espécies podem ter barreiras anatdbmicas que impedem o
enraizamento de estacas, precisando de medidas alternativas como injurias na base
das estacas. Essas barreiras que sdao um problema para o enraizamento podem ser
identificadas a partir de estudo anatémico.

Com base no exposto objetivou-se com o presente estudo avaliar a
propagacédo assexuada por estaquia de espécies e gendtipos de lavanda com
diferentes concentragbes de AIB, modo de aplicagdo deste fitorregulador, realizar

estudo anatdémico e caracterizar quimicamente o 6leo essencial de espécies.



2 ARTIGO 1
Influéncia do acido indolbutirico na histologia e propaga¢do assexuada de Lavandula

latifolia Medik. E Lavandula canariensis Mill.

(Elaborado de acordo com as normas da Revista Pesquisa Agropecuaria Tropical)

RESUMO: Diferentes espécies pertencentes a familia Lamiaceae apresentam respostas
distintas ao uso de acido indolbutirico (AIB) quanto ao enraizamento. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi encontrar a concentragdo de AIB adequada para obten¢do de mudas pelo
método de estaquia das espécies Lavandula cf. latifolia Medik. e Lavandula canariensis (L.)
Mill. e identificar anatomicamente alteragcdes em relagdo as concentragdes testadas. O
delineamento experimental foi em blocos ao acaso, em esquema fatorial 2 x 4 [espécie
L. cf. latifolia e L. canariensis x concentracdes de 0, 1000, 2000 e 3000 mg L' de AIB. As
avaliacdes fitotécnicas realizadas foram percentagem de estacas enraizadas e calejadas,
nimero de raizes e comprimento da maior raiz (cm). Também foi realizada analise anatomica.
O enraizamento e numero de raiz aumentaram proporcionalmente ao aumento da
concentracdo de AIB. Notam-se feixes de fibras isolados na regido cortical, mas que estes nao
impedem a emergéncia das raizes. A espécie L. canariensis apresenta tricomas e feixes de
fibras bem desenvolvidos sobre o floema primério no periodo de 7 a 14 dias. Houve
incremento na formacdo de raizes adventicias, principalmente nos caules com estrutura
secundaria estabelecida (28 a 42 DAE) e nas maiores concentragdes de AIB (2000 e 3000 mg
L. O uso de AIB ¢ indicado na maior dose testada (3000 mg L!) e que por terem estruturas
primarias para uma espécie e secundaria para a outra, isso influenciou na percentagem de

enraizamento e que a presenca dos feixes de fibras ndo impede a emergéncia de raizes.



PALAVRAS-CHAVE: Anatomia caulinar, estaquia, lamiaceae,

ABSTRACT: Different species belonging to the Lamiaceae family have different responses to
the use of indolebutyric acid (IBA) regarding rooting. Therefore, the objective of this work
was to find the adequate IBA concentration to obtain seedlings by the cutting method of
Lavandula cf. latifolia Medik. and Lavandula canariensis (L.) Mill. and anatomically identify
changes in relation to the concentrations tested. The experimental design was in randomized
blocks, in a 2 x 4 factorial scheme species L. cf. latifolia and L. canariensis X concentrations
of 0, 1000, 2000 and 3000 mg L' of IBA. The phytotechnical evaluations performed were
percentage of rooted and callused cuttings, number of roots and length of the longest root
(cm). Anatomical analysis was also performed. Rooting and root number increased
proportionally to the increase in IBA concentration. Isolated fiber bundles can be seen in the
cortical region, but these do not prevent the emergence of roots. The species L. canariensis
presents well-developed trichomes and fiber bundles over the primary phloem within a period
of 7 to 14 days. There was an increase in the formation of adventitious roots, mainly in stems
with established secondary structure (28 to 42 DAE) and in the highest concentrations of IBA
(2000 and 3000 mg L!). The use of IBA is indicated at the highest dose tested (3000 mg L)
and because they have primary structures for one species and secondary for the other, this
influenced the percentage of rooting and that the presence of fiber bundles does not prevent
emergence of roots.

KEYWORDS: Stem anatomy, cutting, lamiaceae,

INTRODUCAO
O Brasil cultiva em sua maioria a espécie Lavandula dentata L. por ser uma espécie

bem adaptada a climas tropicais e pode ser cultivada em latitudes mais baixas. A maioria das



espécies de lavanda cresce exclusivamente em climas mediterraneos, no entanto, uma série de
espécies de lavanda com caracteristicas distintas sdo amplamente distribuidas globalmente
(Figueiredo et al. 2021). Pensando desta forma, com tantas espécies pertencentes ao género
Lavadula poderia ser ampliada a gama de espécies exploradas comercialmente.

O género Lavandula L. ¢ composto por 39 espécies, dentre elas plantas com aspectos
arbustivos e herbaceos, sendo a maioria originaria de paises do Mediterraneo, Oriente Médio,
india, Norte da Africa, Ilhas Canarias e Cabo Verde (Upson 2004, Mason 2018).

A lavanda pode ser cultivada a partir de sementes, no entanto cultivos utilizando
sementes ndo sdo tdo produtivos, apresentando baixa sintese de metabolitos secundarios,
assim como variagdes genotipicas e fenotipicas (Bona et al. 2011). Dessa forma, uma
alternativa para produgdo de mudas seria a utilizacdo da propagacdo assexuada, por meio de
estaquia, pois as plantas formadas apresentam menor variagdo e melhor uniformidade na
produgdo de 6leo essencial (Bona et al. 2011).

No entanto, o enraizamento de estacas pode ser afetado por fatores internos e
externos. Entre os fatores internos estdo: condigdo fisioldgica da planta-matriz e sua idade,
tipo de estaca, €época do ano de retirada das estacas, genotipo, entre outros. Como fatores
externos, podem-se citar temperatura, luz, umidade, substrato e condicionamento dos ramos
antes da estaquia (Navroski et al. 2015).

Além disso, a emergéncia das raizes pode ser dificultada pela presenca de tecidos
mecanicos (fibras e esclereides) na regido cortical, formando um cilindro continuo ou na
forma de feixes bem desenvolvidos (inserir referéncias enviadas). Assim, analisar a estrutura
anatomica das estacas se faz importante para verificacao dessas possiveis barreiras.

Para propagacao assexuada de espécies do género Lavandula recomenda-se estacas
herbaceas com 8 a 15 cm de comprimento, mantendo de 1/3 a 2/3 da quantidade de folhas

(Bona et al. 2011, Bona et al. 2012, Paulus et al. 2016).



O uso de fitorreguladores pode auxiliar na formacao das mudas a partir da estaquia,
pois tem por finalidade induzir o processo rizogénico, aumentar a percentagem de estacas que
formam raizes adventicias, o nimero e qualidade das raizes adventicias formadas e a
uniformidade no enraizamento. Dentre os fitoreguladores utilizados, destaca-se o acido
indolbutirico (AIB), por ser fotoestdvel quando comparado a outras auxinas, de acdo
localizada, persistentee ndo toxico em ampla gama de concentragdes (Fachinello et al. 2005).

Quanto ao uso e concentracdes de AIB em espécies de Lamiaceae, ocorrem
variagoes, podendo ser citado o alecrim (Rosmarinus officinalis L) que obtém percentagens de
enraizamento proximas a 85% mesmo sem o uso de fitorreguladores e, dentro do proprio
género Lavandula, como em L. stoechas L. em que se faz necessario o uso de AIB. Para a
espécie Lavandula dentata verifica-se um aumento na percentagem de enraizamento com o
uso deste fitorregulador, alcangando 96% com concentragio de AIB de 2100 mg L,
melhorando a qualidade do sistema radicular (Aguiar et al. 2017; Bona et al. 2010).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi encontrar a concentragdao de AIB adequada
para obtengao de mudas pelo método de estaquia das espécies Lavandula angustifolia L. e L.
canariensis Mill. e avaliar anatomicamente as estacas de ambas espécies nas diferentes

concentracoes de AIB testadas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de margo a abril de 2019 sob condigdes de
telado com 50% de sombreamento, na Estacdo Experimental de Horticultura e Cultivo
Protegido da Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon (PR), cujas coordenadas
geograficas de latitude e longitude sdo, respectivamente, 24° 33* 22°> S e 54° 03° 24” W, com

altitude aproximada de 420 m.



As plantas matrizes das espécies utilizadas foram adquiridas de produtor de plantas
ornamentais no municipio de Gramado/RS, sendo estas Lavandula cf. latifolia Medik e
Lavandula cf. canariensis Mill. Uma exsicata foi depositada no Herbario UNOP da
Universidade Estadual do Oeste do Parané (Unioeste), Campus Cascavel, voucher n° 10.802 e
10.799 respectivamente.

As mudas foram transplantadas em julho de 2018 para sacos de polietileno, mantidas
apoiadas no solo e aclimatizadas em ambiente coberto (telado) com malha que proporcionava
50% sombreamento por 90 dias, apds esse periodo foram transplantadas para a area
experimental, sendo realizada uma gradagem e posterior marcagdo e abertura de covas.

Na Tabela 1 encontra-se o resultado da analise quimica do solo da area de cultivo das
plantas matrizes. Com base nesta, optou-se por ndo realizar adubacdo de implantagdo, apenas
de cobertura. Essa decisdo baseada na andlise de solo foi fundamentada na recomendagdo para
plantas ornamentais arbustivas e herbaceas (Raij et al. 1997), visto que ndo ha uma
recomendacao especifica para espécies de lavanda e levando em consideracdo que as plantas
do género Lavandula sao menos exigentes quanto a adubacao, optou-se por ndo realizar na
implantacao.

Tabela 1. Analise quimica do solo da &rea utilizada para cultivo das matrizes. Unioeste,

Campus Marechal C. Rondon, PR.

P MO pHCaCl, H+AI AP K* Ca*>*  Mg* SB CTC V Al
mg
gdm3 0,01 mol L cmol.dm™ %
dm?3
78,41 26,66 6,44 2,42 0 0,64 4,79 4,07 9,50 11,90 80 0

Foi realizada fertilizagdo apenas com ureia aos 45 dias apds o transplantio, aplicando
40 g por planta. Apos o plantio das mudas foram realizados tratos culturais como capina

manual para eliminar plantas daninhas, controle visual de pragas e doengas, sendo realizado



semanalmente, e quando necessario, utilizaram-se defensivos agricolas, como inseticida de
principio ativo Teflubenzurom (Nomolt 150) para lagartas. A irrigagdo ocorreu diariamente,
por sistema de irrigagdo tipo aspersao, acionado durante 30 min. e uma vez ao dia.

Decorridos 150 dias do transplante (mar¢co de 2019), foram coletados ramos das
plantas matrizes com auxilio de uma tesoura de poda, logo no inicio da manha,
acondicionados em sacos de réfia e transportados até o telado, onde permaneceram em caixa
d’agua durante a montagem do experimento.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, em esquema fatorial 2 x 4
[espécie L. latifolia e L. canariensis x concentragdes de 0, 1000, 2000 e 3000 mg L' de 4cido
indol butitico (AIB)], resultando em 8§ tratamentos, contendo 3 repeti¢cdes e 50 estacas por
repeticdo, totalizando 1200 estacas.

O AIB utilizado foi pesado em balanga analitica com 4 casas decimais depois da
virgula, sendo posteriormente diluido em 0,1 L de alcool etilico hidratado a 46,2° INPM e
acrescido 0,1 L de agua destilada, resultando em 0,2 L das concentragdes finais (1000, 2000 e
3000 mg L, respectivamente).

As estacas foram preparadas a partir dos ramos coletados na Estagao Experimental,
com 10 cm de comprimento ¢ mantendo cerca de 1/3 das folhas. A base das estacas foi
mergulhada por 10 s nas solu¢des de AIB preparadas. Para o tratamento testemunha (sem
AIB), as bases das estacas foram mergulhadas apenas em agua destilada por 10 s.

ApOs os tratamentos, as estacas foram dispostas em canteiro de alvenaria (1x 3m) em
ambiente coberto (telado), incluindo as laterais, com malha que proporcionava 50%
sombreamento. O canteiro continha areia lavada de textura média, a qual passou por
desinfeccao prévia, utilizando 1 L de hipoclorito de sodio diluido em 10 L de agua, e
distribuido pela sua extensdo com auxilio de um regador. Foi utilizado espagamento de 5 x 5

cm entre as estacas.



Durante o periodo de enraizamento (42 dias) foram realizados tratos culturais como
capina manual, controle visual de pragas e doengas, sendo necessaria a utilizacdo de inseticida
de principio ativo Teflubenzurom (Nomolt 150) para controle de lagartas. A irrigacdo ocorreu
diariamente, por sistema de irrigac¢do tipo microaspersao, acionado durante 5 min e intervalos
médios de 1 h, com vazdo de 1,17 x 10-8 m3s'.

A temperatura média durante o experimento foi de 23°C e a umidade relativa (UR%)
foi de 80%, dados estes obtidos da estacdo meteorologica de observacdo de superficie
automatica de Marechal Candido Rondon-PR.

Decorridos 42 dias (6 semanas, sendo final do més de abril de 2019) da implantagdo
do experimento, avaliou-se aspectos fitotécnicos como a percentagem de estacas enraizadas e
calejadas, numero de raizes e comprimento da maior raiz (cm). Das 50 estacas por repeticao,
25 foram reservadas para estas avaliagdes. Estas tiveram as raizes cuidadosamente lavadas em
agua corrente e secas em papel toalha. Para aquelas varidveis que envolviam percentagem
(estacas enraizadas e calejadas) foi feita a contagem e calculada entdo a percentagem. Para o
comprimento da maior raiz, utilizou-se régua graduada para medigao.

As médias das variaveis qualitativas obtidas foram submetidas a analise de variancia,
sendo posteriormente comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro e a
média das varidveis quantitativas submetidas a regressao, por meio do software estatistico
Sisvar (Ferreira 2011).

Foi realizada analise anatomicas das estacas, sendo que das 50 colocadas para
enraizamento por repeticdo, 25 foram reservadas para este fim, com amostragem de cinco
estacas a cada sete dias chegando até os 42 DAE (dias apds estaquia). Para o tempo zero (dia
da montagem do experimento) foram elaboradas estacas extras para este fim e a ultima
amostragem ocorrida na sexta semana (dia da avaliacdo dos demais parametros) foi coletada

depois das avaliagdes fitotécnicas. As amostras foram retiradas com auxilio de uma tesoura de



poda e compostas pela base da estaca e do entren6 mais proximo a base da estaca em estacas
que ndo apresentavam enraizamento e da regido que apresentava raizes em amostras com
enraizamento.

O material coletado de cada amostragem foi acondicionado em embalagens de
acrilico (capacidade de 10 ml e fechamento com tampa de pressao) identificadas com o
tratamento e data de coleta e fixados em FAA 70% (37% formaldeido, acido acético glacial e
alcool etilico 70% na propor¢do de 1:1:18) (Johansen 1940) por 48 horas e posteriormente
conservados em alcool 70%.

As analises anatdmicas qualitativas foram realizadas no Laboratorio de Anatomia e
Morfologia de Plantas na Unioeste, Campus Cascavel/PR. Para cada amostra foi selecionada
trés porgdes para a elaboragdo das sec¢des anatomicas. Foram realizadas sec¢des transversais
a mao livre das diferentes porgdes com auxilio de lamina de barbear de ago inoxidavel. As
sec¢oes foram clarificadas forma hipoclorito de sédio 50%, submetidas a triplice lavagem
com agua destiladas para dupla coloracdo com azul de alcian (1%) e Fucsina basica (1%)
(Kraus et al. 1998) e montagem em meio semipermamente em glicerina 70%.

As laminas foram avaliadas no Laboratério de Fotomicroscopia da Unioeste, Campus
Cascavel/PR, observando onde havia formacao radicular ou primérdio radiculares. As
imagens das secgOes anatdmicas foram capturadas com auxilio de camera digital DP041
acoplada ao fotomicroscopio Olympus Bx70 utilizando o programa DP Controller. As fotos
foram selecionadas e arranjadas em formato de prancha com auxilio do programa Adobe

Photoshop, para melhor visualizagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Para a variavel percentagem de estacas enraizadas houve interagdo entre espécie e

concentracdo de AIB, com CV de 25.29%. Observa-se na Figura 1 que para esta varidvel



10

houve incremento com o uso de AIB, principalmente para a espécie L. canarienses, podendo
haver um aumento linear no enraizamento em relagdo ao aumento das concentragcdes do AIB,
com melhor resultado utilizando 3000 mg L. Entretanto, o enraizamento da espécie L.
latifolia ndo sofreu influéncia do fitoregulador, visto que sem a adicdo do mesmo, a
percentagem de enraizamento foi de 35%, também apresentou um aumento da percentagem

de enraizamento, porém ndo tao expressivo.

100 Y | i = 34,127 - 0,0025x+ 0,000003x2
90 R=98%

gg Y, s = 12.367- 0,0083x + 0,000008x2
60 R2=92%

50

40

Enraizamento (%)

20 i A
10 &

0 1000 2000 3000
AIB (mg L)

® L. latifolia A L. canariensis

Figura 1. Percentagem de estacas enraizadas em funcao da espécie de lavanda e concentracdes

de 4cido indolbutirico (AIB).

Resultados parecidos para L. angustifolia cv. ‘Provence Blue’ foram obtidos por
Machado et al. (2011), que observaram que na auséncia de AIB houve a redugdo na
percentagem de enraizamento € com o uso de AIB observaram entre 80 e 100% de
enraizamento.

Para algumas espécies os teores endogenos de auxinas sdao suficientes para
desdiferenciagdo e inducdo da divisdo celular, independentemente da aplicacdo exdgena de

auxina (Vignolo et al. 2012). Fachinello et al. (2005) afirmam que o teor adequado de auxina
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exogena depende da concentracdo existente no tecido. Como observado nos resultados
obtidos, L. canarienses teve um maior efeito possivelmente por ter teores internos de auxina
inferiores a L. latifolia.

Para a variavel estacas calejadas houve significancia apenas para espécie, com CV de
14,76%. Observa-se na Tabela 2 que a espécie L. latifolia apresenta menor percentagem de

mudas com calos.

Tabela 2. Estacas calejadas (%) em mudas de duas espécies de lavanda.

Espécies Comprimento raiz (cm) Estacas calejadas (%)
L. latifolia 4,52 al 0,66 a!
L. canariensis 2,48 Db 5,66 b

'Médias seguidas da mesma letra mintscula nio diferem entre si na coluna, pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade de erro. Dados transformados para raiz quadrada de Y + 1.0.

Observa-se que os resultados de enraizamento e calejamento foram inversamente
proporcionais, pois a espécie que teve maior percentagem de enraizamento (Figura 1) foi a L.
latifolia e para estacas calejadas foi a que teve menor percentagem de estacas calejadas. O
mesmo ocorreu para L. canariensis. A varidvel comprimento da raiz foi significativa apenas
para espécie, com CV de 14,76%. Na Tabela 2 observam-se valores maiores para a espécie L.
latifolia.

As espécies pertencentes a familia Lamiaceae diferem muito quanto a resposta de
enraizamento a reguladores de crescimento (Paulus et al. 2016). Costa Junior et al. (2018),
em trabalho com estaquia de Rhaphiodon echinus Schauer (Lamiaceae), em diversas
concentragdes de AIB encontraram aumento no comprimento da maior raiz quando utilizada a

concentracdo de 1000 mg L™, em comparagdo a ndo utilizagdo, porém este tratamento ndo
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diferiu das demais concentragdes utilizadas (2000 e 4000 mg L™'). Diferente do que foi
encontrado para L. latifolia e L. canariensis, onde as concentragdes ndo foram significativas.
para a variavel avaliada.

O ntmero de raizes apresentou significancia para a interacdo entre concentra¢do de
AIB e espécie, com cv de 17,79%. Observando a Figura 2, percebe-se que para ambas as
espécies houve incremento no numero de raizes com o uso do AIB.

Paulus et al. (2016), em trabalho com estacas de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
da mesma familia das lavandas, em diferentes concentracdes de AIB encontraram que a
aplicacdo de auxinas exogenas nas estacas propiciou efeitos favordveis ao crescimento,
qualidade do sistema radicular e enraizamento de estacas. Dentre as concentragdes
trabalhadas (0 a 3000 mg L), o tratamento com 2500 mg L' resultou em maiores massas
fresca e seca de raizes, o que pode ser associado ao maior nimero de raizes. J4 quando ndo se

utilizou o AIB obtiveram menores valores para este parametro.

20 1y = 8.0875- 0,0013x+ 0,000001x2 R2=99%

12 Y canariensis 3,234 + 0,0013X :R2 = 80%
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s
5
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o
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2
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® [ latifolia A L. canariensis

Figura 2. Numero de raizes em fun¢do da espécie de lavanda e concentracdes de AIB.
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Ao tratar a base da estaca com reguladores de crescimento como o AIB, os
carboidratos sdo translocados para a drea tratada, aumentando a taxa de respiracdo e
ocorrendo transformacdo dos carboidratos e compostos nitrogenados organicos, sendo que
este pode acelerar o metabolismo normal e aumentar o nimero de primodrdios radiculares
(Paulus et al. 2016), justificando assim que maiores concentragdes tenham obtido maiores
nimero de raizes.

Para as avaliacdes fitotécnicas, percebe-se que houve incremento quanto ao numero
de raizes e enraizamento quando se faz uso de fitorregulador, melhorando assim o sistema
radicular, sendo as demais caracteristicas influenciadas pela propria espécie apenas.

O estudo anatdomico das espécies encontra-se nas Figura 3 e 4. No estudo histologico
caulinar de L. latifolia (Fig. 3) em diferentes periodos de enraizamento e concentragdes de
AIB observa-se que o caule apresenta estrutura essencialmente secundaria com tecido
vascular secundario (Fig. 3), mas regides com epiderme ainda podem ser visualizadas no
caule com 7 dias. Em todos os periodos e concentragdes notam-se feixes de fibras isolados na
regido cortical, mas que estes ndo impedem a emergéncia das raizes (L.A. 35 1000; L.A. 35
2000). Nota-se também que com o crescimento secundario, essa camada de fibra ¢ descartada
durante a formagdo da periderme (L.A. 21 1000; L.A. 35 1000). Para Lavandula latifolia
verifica-se que o uso de AIB promoveu um incremento no numero de raizes mesmo em
poucos dias apds a estaquia, por exemplo para o tratamento de 14 dias e com aumento,
perceptivel visualmente, no nimero de raizes relacionado com maiores concentracdes de AIB.

Para a espécie Lavandula canariensis (Figura 4) nota-se estrutura essencialmente
primaria até o 21° dia em transi¢ao para secundaria, com destaque para tecido vascular em
transi¢do de primario para secundario e sistema de revestimento com epiderme apresentando
tricomas e feixes de fibras bem desenvolvidos sobre o floema primario no periodo de 7 a 14

dias. Nos demais periodos, nota-se maior atividade cambial na formagao de tecidos vasculares
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secundarios (xilema e floema) e também de raizes adventicias, além do felogénio na producao
de periderme. Observa-se, visualmente nas imagens, que houve incremento na formacao de
raizes adventicias, principalmente nos caules com estrutura secundaria estabelecida (28 a 42
DAE) e nas maiores concentracdes de AIB (2000 e 3000 mg L™).

Verificou-se essa diferenca entre as 2 espécies onde L. latifolia apresentou estrutura
essencialmente secunddria com tecido vascular secunddrio e a espécie L. canariensis
apresentou estrutura essencialmente primaria até o 21° dia em transi¢cdo para secundaria na
sequéncia. Juntando este fato com a Figura 2, onde observa-se maior percentagem de
enraizamento da espécie L. latifolia em relagdo a L. canariensis, percebe-se que pode haver

uma relacdo entre esses dois fatores.
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Figura 3: Seccdes transversais de caules de Lavandula latifolia (L.L.) em fun¢do dos dias
apods a estaquia e concentragdes acido indolbutirico (AIB), com destaque para a formagao de

raiz adventicia (Ra) e feixe de fibras (Ff).
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Figura 4: Secg¢oes transversais de caules de Lavandula canariensis (L.C.) em funcdo dos dias
apds a estaquia e concentragoes acido indolbutirico (AIB), destacando a producdo de raiz
adventicias (Ra) e feixe de fibras (FF).
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De acordo com Fandino et al. (2021) a aplica¢do exogena de auxina na raiz principal
do corte promove a formagao de raizes adventicias (RA) especificamente a partir do cdmbio e
em Arabidopsis ha genes responsaveis pela divisdo celular cambial durante o crescimento
secundario regulagdo da diferenciacdo do xilema. Os autores indicam que o cdmbio passando
por crescimento secundario ativo pode ser reprogramado para formar células fundadoras de
RAs em resposta ao corte de raiz. Isso pode justificar a ligagdo entre maior enraizamento e
estrutura essencialmente secunddria em L. latifolia, diferente do que ocorreu para L.

canariensis.

CONCLUSOES

As duas espécies trabalhadas apresentam diferengas quanto a propor¢do que
respondem ao uso de AIB, mas para ambas se indica o uso da maior concentracdo
(3000 mg L).

No estudo histologico a espécie L. latifolia apresentou estrutura essencialmente
secundaria e L. canariensis apresentou estrutura essencialmente primaria.

Em L. latifolia ha presenga de feixes de fibras isolados na regido cortical e em L.
canariensis ha tricomas e feixes de fibras bem desenvolvidos sobre o floema, mas que nao

impedem a emergéncia de raizes.
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3 ARTIGO 2
Estudo anatomico e propagacio assexuada de gendétipos de lavanda (Lavandula
latifolia Medik.)!

Anatomical study and asexual propagation of lavender genotypes

(Elaborado de acordo com as normas da Revista Ciéncia Agrondmica)

RESUMO - A lavanda ¢ uma espécie aromatica que cresce espontaneamente na regiao
mediterranea. Adquirir mudas de qualidade ¢ fundamental, pois um sistema radicular com
nimero e comprimento adequado das raizes garante sucesso na sobrevivéncia no campo.
Diante do exposto, objetivou-se avaliar o enraizamento de genotipos de lavanda (Lavanda
latifolia Medik.), utilizando diferentes concentragcdes de acido indolbutirico (AIB, tipos de
imersdo no fitorregulador e realizacdo de estudo anatomico das estacas. O trabalho foi
desenvolvido no “Centro de Investigacion Agroforestal de Albaladejito”, Espanha. Foram
desenvolvidos 2 experimentos em ambiente protegido, onde o primeiro contou com 3
genotipos (G621, G763 e G764) x 4 concentragdes de AIB (0, 1000, 2000, 3000 mg L) e o
segundo com os mesmos genotipos x tipos de imersdo (lenta e rapida). O delineamento
experimental utilizado em ambos experimentos foi blocos casualizados, em esquema fatorial
3x4 (experimento 1) e 3x2 (experimento 2), contendo 3 repeticdes de 15 estacas e 4 repeticdes
e 15 estacas respectivamente. Verificou-se que o AIB promoveu aumento de 51% no
enraizamento do genotipo G621 e de 11% no G763, com excecdo do gendtipo G764 que teve
uma diminui¢do de 31%. Para nimero de raizes houve significAncia apenas para
concentragdes de AIB e demonstrou diminuicao em 54% no nimero destas com o aumento de
AIB. Em relacdo a imersdo, G621 apresentou maior comprimento de raiz na imersao rapida e

G764 na imersdo lenta. Recomenda-se uma concentragio média de 1500 mg L' de AIB para
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os gendtipos G621 e G763 e de 400 mg L™! para o G764. Nio existem barreiras anatdmicas a
emissdo das raizes adventicias.

Palavras-chave: Acido indolbutirico. Estaquia. Anatomia caulinar

ABSTRACT - Lavender is an aromatic species that grows spontaneously in the
Mediterranean region. Acquiring quality seedlings is essential, as a root system with an
adequate number and length of roots ensures successful survival in the field. Given the above,
the objective was to evaluate the rooting of lavender genotypes (Lavender latifolia Medik.),
using different concentrations of indolebutyric acid (IBA, types of immersion in the plant
regulator and carrying out an anatomical study of the cuttings. The work was developed at the
“Centro de Investigacion Agroforestal de Albaladejito", Spain. Two experiments were carried
out in a protected environment, where the first had 3 genotypes (G621, G763 and G764) x 4
IBA concentrations (0, 1000, 2000, 3000 mg L) and the second with the same genotypes x
types of immersion (slow and fast) The experimental design used in both experiments was
randomized blocks, in a factorial scheme 3x4 (experiment 1) and 3x2 (experiment 2),
containing 3 replications of 15 cuttings and 4 repetitions and 15 cuttings respectively. It was
verified that the AIB promoted an increase of 51% in the rooting of the G621 genotype and of
11% in the G763, with the exception of the G764 genotype which had a decrease of 31%. es
there was significance only for IBA concentrations and showed a 54% decrease in the number
of these with the increase of IBA. In relation to immersion, G621 showed greater root length
in fast immersion and G764 in slow immersion. An average concentration of 1500 mg L™ of
IBA is recommended for genotypes G621 and G763 and 400 mg L' for G764. There are no
anatomical barriers to the emission of adventitious roots.

Key words: Indolebutyric acid. Cutting. Stem anatomy
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INTRODUCAO

Na Espanha, a familia Lamiaceae ¢ representada pelas espécies alecrim, tomilho, salvia
espanhola e lavanda. Estas tém sido exploradas em seus habitats naturais e seu cultivo
comercial deve ser economicamente viavel (ALVAREZ, 2006; SANTANA et. al., 2012).

Virias espécies do género Lavandula sdo reconhecidas como lavanda, sendo as mais
comuns Lavandula dentata L., L. angustifolia Mill., L. stoechas L., L. angustifolia X latifolia
e L. latifolia Medik. (CASTRO-VAZQUEZ et al., 2014).

A L. latifolia Medik. ¢ uma espécie aromatica medicinal que cresce espontaneamente na
regido mediterranea, em areas com precipitagdo anual entre 350 e 600 mm, com solos
calcarios, pH entre 7,3-8,4 e relativamente pobres em matéria organica (HERRAIZ-
PENALVER et al., 2013). Seu cruzamento com L. angustifolia di origem ao hibrido
lavandim (L. x intermedia Emeric ex Loisel), muito cultivado e famoso por suas qualidades
de 6leo essencial proximas a da lavanda francesa (L. angustifolia) (BRAVO; MENEGUSSO,
2021).

Basear-se na coleta silvestre de partes da planta de lavanda traz limitagdes para
producao comercial, devido a heterogeneidade da produgao e da qualidade do produto obtido,
além do impacto ambiental. Por isso, ¢ importante pensar e planejar o cultivo, levando em
consideragdo a implantacdo e as praticas culturais necessarias para a manutengao da cultura
(CHRYSARGYRIS; PANAYIOTOU; TZORTZAKIS, 2015).

Para iniciar o planejamento do cultivo, a implantagdo deve contar com material de
qualidade e homogéneo, podendo este ser obtido principalmente via assexuada pelo método
de estaquia, visto que economicamente e agronomicamente ¢ mais vantajoso em relagao ao
uso de propagacao sexuada (sementes) (BONA; BIASI, 2010; SOUZA et al., 2020).

Entre os fatores que podem afetar o enraizamento de estacas, t€ém-se os fatores internos

e os fatores externos como, por exemplo, os fitorreguladores (NAVROSKI et al., 2015). Seu



24

uso tem o proposito de induzir o processo rizogénico e uniformizar o enraizamento
(HARTMANN et al., 2017). Dentre estes fitorreguladores, destaca-se o acido indolbutirico
(AIB), considerada uma auxina fotoestavel, de acdo localizada, persistente, ndo toxico, nao
degradado por agdo biologica e pouco movel (FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL,
2005).

Duas formas de aplicacdo do AIB podem ser citadas, dentre elas, diluida ou imersdo
lenta e a concentrada ou imersdo rapida. A primeira corresponde a uma solucdo cuja
concentragdo varia de 20 a 200 mg L', sendo colocada a base da estaca por um tempo maior
de imersdo na solugdo, geralmente 24 h e a segunda corresponde a concentragdo entre 200 e
10.000 mg L' e devem permanecer em contato com a base da estaca por um intervalo de
tempo menor, em torno de 5 s (FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005).

Outro fator que pode afetar o enraizamento ¢ a ocorréncia de barreiras que dificultem
emergéncia das raizes recém-formadas, como fibras e esclereides formando anel continuo ou
em feixes bem desenvolvidos (ZOTTELE; AOYAMA, 2014). Dessa forma, a analise da
estrutura anatomica das estacas com enraizamento induzido se faz importante.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho realizar estudo anatomico das
estacas e avaliar o enraizamento de genotipos de lavanda, utilizando concentragdes de acido

indolbutirico (AIB) e modos de aplicagao deste fitorregulador.

MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram desenvolvidos em estufa, no periodo de outubro a dezembro de
2019, no “Centro de Investigacion Agroforestal de Albaladejito” (CIAF), situado a 6 km da
cidade de Cuenca, provincia de Cuenca, Espanha (40°04°35,8 N; 2°07°54,3” O).
Os gendtipos (G621, G763 e G764) de lavanda (Lavandula latifolia Medik.) utilizados

foram oriundos do Banco de Germoplasma Vegetal de Cuenca, pertencente ao “Departimento
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de Gestion y Conservacion de Recursos Fitogenéticos”, localizado no CIAF. As lavandas
mantidas no Banco de Germoplasma s3o originarias de sementes coletadas de plantas
espontaneas, em diferentes regides e provincias da Espanha e cultivadas em campo aberto.
Além da conservagdo genética, as plantas sdo selecionadas com finalidade de alto rendimento
e com qualidade de 6leo essencial.

O solo onde as matrizes do banco de germoplasma estavam mantidas foi classificado,
apos andlise fisico-quimica, como franco-argiloso e com as seguintes caracteristicas: pH 7,68;
144,05 uSm cm™ de condutividade; 14,04% de calcario ativo; 41,12% de carbonatos; 1,31%
de matéria organica oxidavel; 0,097% de nitrogénio total; 19,1 mg kg™ de fosforo assimilavel;
8 de relacdo carbono/nitrogénio e 0,36% de potassio.

A coleta de material vegetal ocorreu as 8 horas da manha, com auxilio de uma tesoura
de poda, sendo retirados os ramos de toda a planta de forma homogénea, cultivadas na mesma
linha. Em seguida, os ramos foram levados ao Setor de Plantas Aromaticas, onde as estacas
foram preparadas com 10 cm de comprimento, corte em bisel logo abaixo da gema e deixando
2/3 das folhas (Figura 1). Foram utilizadas estacas apicais no experimento 1 e basais no
experimento 2. Para conservagdo, as estacas preparadas permaneceram por 15 horas em
ambiente refrigerado a 6,4°C até implantagdo dos experimentos.

Como ambiente protegido utilizou-se estufa em arco coberta com filme plastico, a qual
era dotada de sistema de controle de temperatura com acionamento de aquecimento no
inverno para temperaturas menores que 5°C e de resfriamento (sistema PAD, painel-exaustor,
baseia-se em forcar, por meio de exaustores, a passagem do ar externo a instalagdo através de
um painel de material poroso umedecido com agua) para temperaturas maiores que 25°C.
Utilizaram-se bancadas de enraizamento ndo aquecidas elaboradas em ferro com medidas de

1,5 x 4m de comprimento, profundidade de 0,15m e com altura de 0,7 m em relagdo ao solo.
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As bancadas foram preenchidas com 10 cm da mistura de substrato comercial Compo Sana

Universal® + solo franco-argiloso, na propor¢do 1:1, v:v e perlita expandida Projar® (4 cm).

Figura 1: Estacas apicais de Lavandula latifolia genttipos A) G621, B) G763 e

C) G764.

Apods a andlise fisico-quimica da mistura de substrato comercial + solo, esta foi
classificada como franco, apresentando: 10,49% de argila; 51,65% de areia; 37,86% de silte;
pH = 7,36; 1020,5 uSm cm™ de condutividade; 7,61% de calcario ativo; 16,33% de
carbonatos; 10,52% de matéria organica oxidavel; 0,366% de nitrogénio total; 93,3 mg kg™ de
fosforo assimilével; 17 de relagdo carbono/nitrogénio e 0,32% de potassio.

A umidade relativa média do ar, temperatura média do ar e temperatura média da
mistura de substrato foram medidas diariamente em dois horarios, as 8h e as 13h e as médias
disponibilizadas na Figura 2.

Utilizou-se para tais, termometro digital de leitura direta (modelo temp5 PT100,

XSinstruments®) e termohigrometro portatil (XSinstruments®). A umidade da mistura do



27

substrato era coletada de 5 em 5 minutos automaticamente por um sensor de umidade edafica

(Data logger decagon devices Em-5b).

Figura 2: Dados de umidade relativa média do ar (%), temperatura média do ar (°C) e
temperatura média da mistura de substrato (°C) para experimento com lavanda.
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Foram realizados dois experimentos concomitantes com estaqueamento € um estudo
anatdmico do material enraizado. O delineamento experimental utilizado em ambos os
experimentos foi blocos casualizados, em esquema fatorial 3 x 4 [3 genotipos de lavanda
(G621, G763 e G764) x 4 concentragdes de AIB (0, 1000, 2000, 3000 mg L)], contendo 3
repeticdes e 15 estacas por repetigdo (experimento 1) e 3 x 2 [3 gendtipos de lavanda (G621,
G763 e G764) x 2 tipos de imersdao em solucdo de AIB (lenta ou répida), contendo 4
repeticdes e 15 estacas por repeti¢ao (experimento 2).

Para o primeiro experimento pesou-se o AIB em balang¢a de precisao, com 3 casas
decimais modelo FH6000 marca Anapesing®, a quantidade correspondente a cada tratamento,
posteriormente diluida em 100 mL de alcool 96°, acrescida de 100 mL de agua destilada. A
base das estacas permaneceu por 10 s em contato com a solugao final preparada e em seguida

levadas a bancada de enraizamento.
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Para o segundo experimento utilizou-se 2500 mg L' de AIB na imersdo rapida e
200 mg L' na imersdo lenta. Para o preparo das solucdes, a diluigio do AIB ocorreu da
mesma forma que no primeiro experimento, sendo utilizado 200 ml de solugdo final (imersao
rapida — 10 s) e 500ml (imersdo lenta — 24 h). Na imersao lenta, a solugdo foi agitada por 24 h
com agitador magnético (modelo MC-8, marca Bunsen), a fim de promover uma oxigenacao
constante. A disposi¢do das estacas na bancada de enraizamento foi em espacamento 5 x 5
cm, para ambos experimentos.

As estacas de ambos os experimentos permaneceram por 90 dias no leito de
enraizamento. A irrigagdo com cinco microaspersores ocorreu trés vezes ao dia (12:30 h;
15:30 h e 18:30 h), durante 12 dias, com duracdo de 1 min e volume de 0,0066 L s
(400 mL min™"). A partir do 13° dia até o dia da avaliagdo (ao finalizar 90 dias), as irrigacdes
ocorreram as 12:30 h e 15:30 h, com o mesmo nimero de microaspersores e volume de agua.

Ap6s este periodo, foram retiradas cuidadosamente, tendo o sistema radicular lavado em
agua corrente e seco em papel toalha para as futuras avaliagdes fitotécnicas: comprimento
médio das raizes (cm) com uso de régua graduada, nimero de raizes e enraizamento (%).Os
dados obtidos foram tabulados e submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e na
sequéncia a andlise de variancia, com as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade de erro, para os dados qualitativos e regressdao para os dados quantitativos,
utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2011).

No experimento 1, a andlise anatdmica qualitativa do caule com presenca de raizes
adventicias foi realizada a partir de 5 amostras de cada tratamento escolhidas ao acaso,
realizado no Laboratorio de Controle de Qualidade do CIAF (“Centro de Investigaciones
Agrarias de Albaladejito”). Estas amostras foram retiradas na parte da manha, com auxilio de

uma tesoura de poda, sendo imediatamente levadas ao laboratoério.
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O material coletado foi acondicionado em embalagens de acrilico (capacidade de 10 mL
e fechamento com tampa de pressdo), identificadas e preenchidas com fixador FAA 70%
(37% formaldeido, acido acético glacial e alcool etilico 70% na proporcao de 1:1:18),
fechadas e mantidas em local fresco e sem luminosidade. Apos 48 h, o FAA 70% foi
substituido por alcool 70% e mantido no mesmo local at¢é o momento da montagem das
laminas (JOHANSEN, 1940).

As laminas foram elaboradas no laboratorio, onde de cada amostra composta foram
selecionados 3 partes para representacdo e posterior montagem de ldmina semipermanente. A
partir das amostras foram feitas sec¢Oes anatOmicas transversais a mao livre, apoiadas em
bloco de poliestireno. Apds a realizacdo dos cortes e aplicagdo dos corantes nas amostras,
procedeu-se a montagem das laminas (KRAUS; ARDIUM, 1997). As secc¢des foram
submetidas a triplice lavagem com é4gua destiladas para dupla coloragdo com azul de alcian
(1%) e fucsina basica (1%) (KRAUS et al., 1998) e montagem em meio semipermanente em
glicerina 70%.

As imagens das laminas contendo as amostras foram capturadas com auxilio de camera
digital Samsung® S9 acoplada ao microscopio modelo HM-LUX 3 marca Leitz®. As fotos
foram selecionadas e arranjadas em formato de prancha com auxilio do programa Adobe

Photoshop®, para melhor visualizagdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1
Para a percentagem de enraizamento (%) houve intera¢do entre as fontes de variagdo
concentragio de AIB (mg L) e genétipos (p<0,05). Na Figura 3 observam-se os dados

obtidos.
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Figura 3: Percentagem de enraizamento (%) de estacas de lavanda em funcdo dos

genotipos e concentragdes de acido indolbutirico (AIB).
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Para G621, no desdobramento da interag@o significativa pode-se observar um aumento
linear no enraizamento em relacdo ao aumento das concentragdes do AIB, com melhor
resultado utilizando 3000 mg L. Melhores resultados com o uso de AIB podem estar
relacionados ao fato de a auxina estimular a sintese de etileno, favorecendo a emissdo de
raizes e por consequéncia o enraizamento das estacas. A aplica¢do de auxina pode regular a
producao de etileno e ¢ sugerido que o etileno induzido pela auxina possa ser responsavel pela
capacidade da auxina causar o enraizamento (HARTMANN et al., 2017)

Paulus, Valmorbida e Paulus (2016) em trabalho desenvolvido com outra espécie da
familia Lamiaceae, o alecrim (Rosmarinus officinalis), encontraram que o uso do AIB
promoveu uma maior percentagem de enraizamento. Com a dose de 2500 mg L™ obteve-se o
maior enraizamento enquanto que sem o uso de AIB o enraizamento apresentou o menor

valor, 53%, quando comparada aos demais tratamentos.
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O inverso foi verificado para o G764, com melhores resultados sem a presenca do
fitorregulador, devido a fitotoxidez do AIB, ou seja, a auxina exdgena causou um
desequilibrio nas relagdes fitohormonais, levando a doses supra 6timas de auxina o que
causaria uma fitotoxidez ¢ um efeito contrario do esperado ao uso de AIB. Dados e
justificativa semelhantes quanto a fitotoxidez foram expostos por Petri et al. (2012).

Diferentes respostas nos gendtipos podem ser justificaveis também, pois segundo Bona
et al. (2012) genoétipos diferentes de uma mesma espécie (L. angustifolia) podem responder de
formas diversas para aplicacdo de AIB.

A respeito do niimero de raizes, verificou-se significancia para concentragcdes de AIB

(»<0,05) (Figura 4) e os genotipos de lavanda (p<0,05) (Tabela 1), separadamente.

Figura 4: Numero de raizes em mudas de lavanda em fun¢do das concentragdes de

acido indolbutirico (AIB). Dados transformados para raiz quadrada de Y+1.0.
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Observa-se na Figura 4 que o nimero de raizes apresentou tendéncia a diminuir com o

aumento da concentracdo de AIB. Para algumas espécies as auxinas estimulam a inducdo do
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enraizamento, que ¢ quando a auxina age como o sinal para iniciar a divisdo celular e
forma¢do do novo meristema, porém, inibem as fases de iniciacdio e alongamento,
apresentando dessa forma efeito negativo no desenvolvimento das raizes adventicias como
ocorreu para lavanda.

O mesmo foi observado por Machado, Deschamps e Biasi (2013), em microestacas de
Lavandula angustifolia, onde a auséncia da auxina no meio de cultura resultou em maior
numero de raizes principais por microestacas.

O uso de fitorreguladores pode acelerar o metabolismo, aumentar o nimero de raizes
que serdo emitidas na estaca e uniformizar o sistema radicular. Na dindmica das
concentragdes pode-se citar como exemplo que uma concentragdo equilibrada entre auxina e
citocinina promove a indu¢do de calo, enquanto uma alta propor¢do de auxina em relagdo a
citocinina promove raizes, e de citocinina em relacdo a auxina induz brotos. No entanto, em
altas concentracdes de fitorreguladores podem ocorrer desequilibrio ou mesmo uma
fitotoxidez, que estd sendo demonstrado neste caso em relagdo as altas concentragdes de AIB
utilizadas (COSTA JUNIOR et al., 2018; IKEUCHI; SUGIMOTO; IWASE, 2013; PEREIRA
etal., 2015).

Os resultados obtidos para nimero de raizes em relacdo ao genotipo (Tabela 1) estdo
ligados ao potencial genético de cada gendtipo, respondendo cada um de uma maneira ao
enraizamento (CUNHA; MAIA; COELHO, 2012; MACHADO et al., 2011).

Tabela 1: Numero de raizes em mudas de lavanda em fun¢do dos genotipos. Dados
transformados para raiz quadrada de Y+1.0.

Genodtipos de lavanda Numero de raizes
G621 12,55a*
G763 7,66 b
G764 9,20 ab

CV(%) 19,64

*Médias seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem entre si na coluna, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade de erro.
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BONA et al. (2012), em estudo com diferentes gendtipos de lavanda encontraram
comportamentos diferentes entre eles em relacdo as doses de AIB e numero de raizes,
alegando que os gendtipos apresentam diferentes potenciais genéticos e, por isso, respostas
diferentes.

Comprimento da maior raiz foi significativo para concentragdes de AIB (p<0,05). Na
Figura 5 verifica-se que o uso de AIB aumentou o comprimento da raiz (cm), apresentando

uma diminuigdo apds o pico, mas ndo sendo inferior ao tratamento 0 mg L™ de AIB.

Figura 5: Comprimento da maior raiz (cm) em mudas de lavanda em fungdo das
concentragdes de acido indolbutirico (AIB).
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Machado, Deschamps e Biasi (2013) usando AIB em microestacas de Lavandula
angustifolia Miller., verificaram uma redu¢cdo do comprimento das raizes com o aumento das
concentracoes de AIB, sendo obtidos 8,8 cm na auséncia da auxina e¢ 4,9 cm na maior
concentracdo utilizada (2,0 uM de AIB), ou seja, os comprimentos diminuiram de forma
linear.

A resposta encontrada no trabalho acima citado ¢ um pouco diferente daquele

apresentado na Figura 5, onde observou-se um aumento e depois diminui¢do, comportamento
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quadratico com ponto de maxima em 1500 mg L' de AIB, sem o comprimento da maior raiz
ser inferior a concentragdo 0 mg L', no entanto demonstra que concentragdes altas podem ter
influéncia negativa.

A auxina e o etileno estdo associados com o enraizamento e a citocinina e giberelina
com a inibi¢do da formagao de raizes. O crescimento radicular ocorre quando a divisdo celular
prevalece sobre a diferenciagdo. Este fato ocorre devido a uma maior concentracdo de auxinas
que estdo relacionadas a divisdo celular, enquanto as citocininas promovem a diferenciagao.
(COSTA JUNIOR et al., 2018; GEISS; GUTIERREZ; BELLINI, 2009; MOUBAYIDIN et
al., 2010). Esse equilibrio entre os fitorreguladores ocorreu com a dose de 1500 mg L, citado
anteriormente como ponto de maxima, que correspondeu a 9,66 cm de comprimento da maior
raiz.

No entanto, o processo de enraizamento requer quantidades diferenciais de auxina,
dependendo da fase organogenética. No inicio, a fase de indugdo requer a presenca de uma
concentracdo de auxina relativamente elevada, em comparagdao com a fase de crescimento. Na
indugdo, a auxina age como o sinal para a inicializagcdo da divisao celular e formagao do novo
meristema. Apos a formacao do primoérdio radicular, a concentragdo de auxina, inicialmente
favoravel a sua indugdo, torna-se inibitoria ao alongamento da raiz. Assim, o nivel de auxina
adequado a inducao ¢ supra-6timo para a fase seguinte de crescimento. O AIB, por ser mais
estavel e ndo se degradar tdo facilmente gera concentragdes supra-Otimas, inibindo o
crescimento das raizes e tornando-se fitotéxico (KERBAUY, 2008).

De acordo com Vignolo et al. (2014) o maior comprimento de raiz pode ter relagdo
com a concentragdo endogena mais elevada de auxinas, favoravel ao maior desenvolvimento
do sistema radicular. Levando em consideragao o exposto, quando ocorre uma diminui¢ao do
comprimento da raiz com concentracdes mais altas de auxina exogena, pode ser devido ao

desequilibrio proporcionado por essas concentracoes.
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Na Figura 6 encontram-se imagens das sec¢des anatomicas dos caules realizados nos
gendtipos em estudo nas diferentes concentragdes de AIB, nestes observa-se que as setas

indicam a presenca de raizes adventicias (Ra).

Figura 6: Corte histologico de caules com raizes de lavanda em funcdo dos genétipos e

das concentracdes acido indolbutirico (AIB). Ra = raiz adventicia).

621 OmgL™” 763 0 mgL™’

764 1000 mg L' =




36

Segundo a Tabela 1 e Figura 6 verificou-se significancia para G621 com a formacgao
média de 12,55 raizes por estaca. Nas Figuras 3 e 5 a melhor concentragdo de AIB ficou na
faixa compreendida entre 1000 e 2000 mg L.

Em algumas espécies o insucesso do enraizamento esta ligado a presenca de barreiras
anatomicas a emergéncia dos primordios radiculares bem como desenvolvimento de fibras e
esclereides no floema primario (RODRIGUES et al., 2017). Nos gendétipos analisados feixe de
fibras formando um cilindro descontinuo podem ser observados, como por exemplo no caule
do genotipo 621.

Sobre as raizes adventicias, no presente estudo tem-se uma organogénese direta, a partir
do periciclo. As Ra podem ser induzidas, sejam por estresse e adaptagdo as mudancas
ambientais, seja por ferimento ou aplicagdo de hormdnio para propagacdo vegetativa (GEISS;
GUTIERREZ; BELLINI, 2009). Seu surgimento pode ocorrer de duas formas: via
organogénese direta a partir de tipos de células como o cambio, cortex, periciclo ou feixes
vasculares ou via indireta, quando o processo ¢ precedido pela formagao de calo (LI et al.,
2009).

As auxinas induzem as células do periciclo e parénquima a se desdiferenciarem e
iniciarem as divisdes celulares iniciais (LI et al., 2009). No entanto, a concentracdo hormonal
necessaria € variavel para cada espécie e, portanto, diferentes espécies e até mesmo gendtipos
da mesma espécie podem responder diferentemente a aplicacdo de concentragdes e tipos de
auxinas. Respostas diferenciadas se dao pelo fato de as raizes serem muito sensiveis a essas
substancias e qualquer acréscimo além do necessario pode tornar-se inibitorio a formagao de

raizes adventicias (HARTMANN et al., 2017).

Experimento 2
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Para o segundo experimento, observou-se interagdo significativa para comprimento
médio da maior raiz. Para o numero de raizes observou-se significincia apenas para os
gendtipos de lavanda e para estacas enraizadas observou-se significancia para tipos de
imersdo de AIB e os gendtipos separadamente.

Para comprimento médio da maior raiz (Tabela 2), houve interacao entre os gendtipos e
o tipo de imersdo utilizada (p<0,05). Observa-se, que entre os genotipos, o G621 foi o aquele
que apresentou maior comprimento, diferindo estatisticamente dos demais, na imersdo rapida,
sendo 33.61% superior ao G763 e 36,78% superior ao G764. Na imersdo lenta, o inverso
ocorreu, onde o G764 apresentou maior comprimento, diferindo-se estatisticamente dos

outros dois genoétipos, sendo 31,86% superior ao G763 e 29,13% ao G621.

Tabela 2: Comprimento da maior raiz (cm) em mudas de lavanda em fun¢do do modo de
aplicacdo de AIB e gendtipos.

Genétipos de lavanda _ Modo de aplicagdo do AIB

Rapida Lenta
G621 14,79 aA* 9,78 bB
G763 9,82 bA 8,98 bA
G764 9,35bB 13,18 aA
CV(%) 16,77

*Médias seguidas da mesma letra mintscula nao diferem entre si na coluna e letra maitascula
na linha, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro

Dentro de cada genotipo, verifica-se que, para G621 a imersao rapida foi
estatisticamente diferente da lenta, apresentando maior comprimento da maior raiz. No
genotipo G763 esta nao apresenta diferenga estatistica entre as duas formas de imersao. Para
G764 a imersdo lenta apresenta melhor desempenho, se mostrando, por exemplo, 32% a mais
em relacdo ao genotipo G763 e estatisticamente diferente da imersao rapida.

A importancia deste parametro estd ligada ao fato da sobrevivéncia da muda no campo

apdés o transplantio em comparagdo aquelas plantas com sistema radicular com menores
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comprimentos de raizes e também com o tempo menor necessario para se obter mudas com
comprimento ideal de raiz.

Os resultados encontrados podem ser caracteristicos dos gendtipos, demonstrando que
alguns tem tecidos com menor ou maior capacidade de absor¢do do AIB, sendo assim,
necessitam concentragdes mais altas de fitorregulador, ou seja, trabalhar com imersao rapida
para que possa haver estimulo para desenvolvimento de raizes adventicias, enquanto outros
uma concentragdo menor com uma exposi¢ao por maior tempo COSTA JUNIOR et al., 2018;
ZACCHEO et al., 2013).

Na Tabela 3 verifica-se significancia para o numero de raizes e estacas enraizadas (%)

nos gendtipos de lavanda (p<0,05).

Tabela 3: Numero de raizes e estacas enraizadas (%) em mudas de lavanda, em fun¢ao dos
genotipos.

Genotipos de lavanda Numero de raizes Estacas enraizadas (%)
G621 25,67 a* 68,33 a

G763 18,70 b 40,00 b

G764 14,84 b 54,13 ab
CV(%) 24,40 27,97

*Médias seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem entre si na coluna, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

Observa-se que, entre os gendtipos, aquele que obteve maior numero de raizes foi a
G621, estatisticamente diferente dos demais gendtipos. Apesar de estas plantas pertencerem a
mesma familia e espécie, sdo genotipos diferentes, podendo apresentar respostas diferentes
para esta variavel (BONA et al., 2012)

Quanto ao enraizamento (%), verificou-se que o genotipo G621 apresentou resultado
superior, com média facilidade de enraizamento, levando em consideracdo dados de
enraizamento de Bona et al. (2010) para Lavandula dentata, onde obtiveram enraizamento de

70 a 90%.
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Na Tabela 4 encontram-se os dados de estacas enraizadas (%) relacionados ao tipo de
imersdo do AIB (p<0,05). De acordo com os resultados, a imersdo rapida apresentou maior

percentagem de estacas enraizadas.

Tabela 4: Estacas enraizadas de lavanda, em fun¢do do modo de aplicacdo do dacido
indolbutirico (AIB).

Modo de aplicagdo do AIB Estacas enraizadas (%)
Rapida 68,86 a

Lenta 39,40 b
CV(%) 27,97

*M¢édias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si na coluna, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade de erro.

O fato de a imersao lenta ter uma menor percentagem de enraizamento pode estar ligado
também ao fato de o AIB ter ficado mais tempo em contato com a base da estaca, ter sido
mais absorvido e como ¢ um tipo de auxina mais estavel e ndo se degradar tdo facilmente gera
concentragdes maiores do que as necessarias ao longo das fases do processo de enraizamento,
as quais requerem quantidades diferentes de auxina como ja citado anteriormente
(KERBAUY, 2008).

Considerando os dados obtidos percebe-se, por exemplo, no enraizamento, a influéncia
dos genotipos e que o uso de AIB promove beneficios para obtencao de mudas de lavanda por
meio da imersdo rapida. Novos estudos sdo necessdrios para investigar a aplicacdo destas
metodologias em outras espécies de lavanda, bem como uma defini¢do mais especifica de

como aplicar em cada genotipo.

CONCLUSOES
1. Recomenda-se uma concentragio média de 1500 mg L' de AIB para os gendtipos

G621 e G763. Para 0 G764, uma concentracdo de 400 mg L™! deste fitorregulador.



40

2. Apesar da presenca dos feixes de fibras, ndo ha presenca de barreiras anatomicas a
emergéncia das raizes adventicias.

3. A imersao rapida foi favoravel para o G621 e a lenta para o gen6tipo G764.

4. G621 ¢ considerado com média facilidade de enraizamento e o G763 de baixa

facilidade.
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4 ARTIGO3

Composicio quimica e atividade antioxidante dos o6leos essenciais de Lavandula sp.

(Elaborado de acordo com as normas da Revista Scientia Horticulturae)

Resumo: As espécies de lavanda contém metabodlitos secundarios dos quais os O6leos
essenciais sdo as biomoléculas mais apreciadas e seu aroma ¢ devido principalmente a
ocorréncia de terpenodides de baixo peso molecular, sintetizados e acumulados nas partes
aéreas, principalmente nas inflorescéncias. Com base nisto objetivou-se caracterizar
quimicamente o 6leo essencial de partes vegetais distintas provenientes de espécies diferentes
de plantas do género Lavandula cultivadas no Oeste do Parana. Foram coletadas amostras de
plantas matrizes: amostra A: flor de Lavandula dentata, Amostra B: flor de L. canariensis,
amostra C: folha de L. latifolia, Amostra D: folha de L. dentata. As flores e folhas secas
(100 g) foram fragmentadas em 3 L de agua destilada, e os oleos essenciais (OE) extraidos
pelo processo de hidrodestilagdo por trés horas, utilizando o aparelho de Clevenger
modificado. Foram avaliados os indices fisico-quimicos: rendimento (%), densidade
(g mL™"), indice de refracdo, composi¢do quimica do OE, componentes principais e atividade
antioxidante. Foi detectado maior rendimento no cultivo da amostra D (1,34%), seguido da
amostra A (1,12%), e a amostra C (0,38%). Devido a baixa quantidade de 6leo obtido da
amostra B, ndo foi possivel determinar o rendimento, densidade e indice de refragao. Houve
conformidade na composi¢do quimica entre as amostras A, C e D, tendo como classe
majoritaria os monoterpenos oxigenados (81,30; 80,74 e 86,56%) e os compostos majoritarios
eucaliptol (31,68; 35,54 e 36,36%); fenchona (11,58; 12,83 e 13,35%); L-camphor (18,66;
17,41 e 8,78%), respectivamente. Entretanto, estas trés amostras diferiram da amostra B que

apresentou como classe majoritaria os sesquiterpenos oxigenados (59,13%), tendo como
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compostos majoritarios o 0xido de cariofileno (34,86%), espatulenol (17,65%) e precoceno I
(9,79%). Os resultados do presente estudo indicaram que houve diferenca no potencial
antioxidante dos 6leos essenciais das amostras A, C e D de Lavandula sp., em fun¢do da
metodologia empregada, destacando atividade moderada pelo sistema de co-oxidagdo [3-
caroteno/acido linoleico, para as trés espécies avaliadas.

Palavras-chave: Lavanda, Monoterpenos oxigenados, Eucaliptol, Fenchona, L-camphor

Abstract: Lavender species contain secondary metabolites of which essential oils are the most
appreciated biomolecules and their aroma is mainly due to the occurrence of low molecular
weight terpenoids, synthesized and accumulated in the aerial parts, mainly in the
inflorescences. Based on this, the objective was to chemically characterize the essential oil of
different plant parts from different species of plants of the Lavandula genus cultivated in
western Parand. Samples of mother plants were collected: sample A: Lavandula dentata
flower, sample B: L. canariensis flower, sample C: L. latifolia leaf, sample D: L. dentata leaf.
The dried flowers and leaves (100 g) were fragmented in 3 L of distilled water, and the
essential oils (EO) extracted by the hydrodistillation process for three hours, using a modified
Clevenger apparatus. The physicochemical indices were evaluated: yield (%), density
(g mL-1), refractive index, chemical composition of EO, main components (APC) and
antioxidant activity. A higher yield was detected in the cultivation of sample D (1.34%),
followed by sample A (1.12%), and sample C (0.38%). Due to the low amount of oil obtained
from sample B, it was not possible to determine the yield, density and refractive index. There
was compliance in the chemical composition between samples A, C and D, with the majority
class being oxygenated monoterpenes (81.30; 80.74 and 86.56%) and the major compounds
eucalyptol (31.68; 35.54 and 36 .36%); fenchone (11.58; 12.83 and 13.35%); L-camphor

(18.66; 17.41 and 8.78%), respectively. However, these three samples differed from sample
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B, which presented oxygenated sesquiterpenes as the majority class (59.13%), with the major
compounds being caryophyllene oxide (34.86%), spathulenol (17.65%) and precocious I
(9.79%). The results of the present study indicated that there was a difference in the
antioxidant potential of essential oils from samples A, C and D of Lavandula sp., depending
on the methodology used, highlighting moderate activity by the B-carotene/linoleic acid co-
oxidation system, for the three species evaluated.

Key-words: Lavender, Analysis, Secondary metabolites, Yield.

1. INTRODUCAO

A familia Lamiaceae ¢ composta por 180 diferentes géneros e mais de 3500 espécies.
Dentre os géneros que compde esta familia, a Lavandula tem importdncia econdmica e
medicinal. As espécies tem comportamento arbustivo, sendo a maioria originaria de paises do
Mediterraneo, Oriente Médio, India, Norte da Africa, Ilhas Canarias e Cabo Verde, sendo as
mais comuns sao Lavandula dentata L., L. angustifolia Mill., L. stoechas L., L. angustifolia x
latifolia e L. latifolia Medik (Castro-Vazquez et al., 2014; Mason 2018; Upson, 2004).

Em 2012, foi realizado um estudo com objetivo de encontrar as condigdes ideias de
cultivo comercial de lavanda, bem como caracterizar o 6leo essencial extraido dessas plantas,
que obteve como resultados a presenca dos compostos nas seguintes concentragdes: linalol
(37,25 - 46,88%), acetato de linalila (10,09 - 12,24%), 1,8-Cineol e cis-ocimeno (7,63 -
10,64%) e o acetato de lavandulila (6,49 - 6,98%). Apresentando compostos importantes para
0 uso em aromaterapia (Machado et al., 2012).

Constituintes do 6leo essencial de uma mesma espécie de lavanda podem variar
consideravelmente dependendo da forma de cultivo e do método de extragdo, e essa variagao
poderéd determinar o valor de mercado e as possiveis aplicagdes do produto (Cavanagh et al.,

2002). Deste modo diversas pesquisas visam desvendar a atividade farmacologica de produtos
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naturais, pois existe um grande interesse em seu uso, na industria farmacéutica e alimenticia
(Bakkali et al., 2008).

O aroma da lavanda ¢ devido principalmente a ocorréncia de terpendides de baixo
peso molecular, sintetizados e acumulados nas partes aéreas, principalmente nas
inflorescéncias. As espécies de Lavandula contem metabdlitos secundarios dos quais os 6leos
essenciais sdo as biomoléculas mais apreciadas, tendo estes ganhado ao longo do tempo
importancia na aromaterapia e nas industrias farmacéuticas e cosméticas. Outros compostos
com bioatividade presentes sdo as cumarinas, flavonoides e esterdis (Hassanpouraghdam et
al., 2011).

A lavanda apresenta efeitos neuroldgicos benéficos no alivio dos sintomas de
estresse e depressdo, efeitos antiespasmoddico, analgésico, pesticida, antimicrobiano e um
elevado potencial antioxidante do sistema imunolédgico, incluindo superéxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase, além de diminuir a peroxidacao de lipidios, tornando-se desta
forma, um excelente sequestrador de radicais livres (Cavanagh et al., 2002; Machado et al.,
2020).

Os agentes antioxidantes sdao definidos, segundo Halliwell et al. (1995), como
substancias que mesmo em baixas concentragdes previnem ou retardam as oxidagdes de
substratos. A forma de atuagdo destes agentes varia entre dois mecanismos, sendo que o
primeiro a ser citado, envolve a inibicao da formag¢ao de radicais livres € o segundo, atuante
na eliminacdo de radicais no processo de propagacao através da doacdo de atomos, gerando
um interrompimento da reacao em cascata (Barbosa et al., 2010).

Baseado no aspecto quimico e biologico da lavanda, objetivou-se com o presente
estudo realizar a caracterizacdo quimica do dleo essencial de folhas e flores provenientes de

espécies diferentes de plantas do género Lavandula cultivadas no Oeste do Parana.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Implantagdo da Cultura

As plantas matrizes utilizadas foram adquiridas de produtor de plantas ornamentais
no municipio de Gramado/RS, sendo das espécies Lavandula dentata, L. latifolia e L.
canariensis. Estas se diferenciam pela morfologia, como as folhas e flores e também pelas
caracteristicas do 6leo essencial.

Uma exsicata foi depositada no Herbario UNOP da Universidade Estadual do Oeste
do Parana (Unioeste), Campus Cascavel, voucher n°® 10.799, identificando a espécie
Lavandula cf. canariensis Mill., outra sob o voucher n° 10.801 identificando a espécie L.
dentata L. e sob o voucher n° 10.802 identificando a espécie L. cf. latifolia Medik.

As mudas foram levadas para a Estacdo de Cultivo Protegido e Controle Bioldgico
“Professor Doutor Mario Cesar Lopes”, pertencente a Estacdo Experimental de Horticultura e
Cultivo Protegido da Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon (PR), sob coordenadas
geografias de latitude 24° 33’ 22’ S e longitude 54° 03’ 24” W, e altitude aproximada de 400
m. Ocorreu o transplante em julho de 2018 para sacos de polietileno, as mudas foram
mantidas apoiadas no solo e aclimatizadas em ambiente coberto (telado) com malha que
proporcionava 50% sombreamento por 90 dias, apds esse periodo foram transplantadas para a
area experimental.

A area experimental esta situada na Estacdo Experimental “Prof. Dr. Antonio Carlos
dos Santos Pessoa”, Linha Guard, municipio de Marechal Candido Rondon (PR) e foi
previamente preparada para o plantio das mudas de lavanda. Foi realizada uma gradagem e

posterior marcagao e abertura de covas.
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2.2 Analise de solo

O solo foi coletado na camada de 0 - 20 cm de profundidade em diferentes pontos
resultando em uma amostra composta. A andlise do solo foi realizada no laboratério de
quimica ambiental e instrumental da Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon, PR

Na Tabela 1 encontra-se o resultado da analise quimica do solo da area de cultivo das
plantas matrizes. Com base nesta, optou-se por ndo realizar adubacdo de implantagdo, apenas
de cobertura. Essa decisdo baseada na andlise de solo foi fundamentada na recomendagdo para
plantas ornamentais arbustivas e herbaceas (Raij et al., 1997), visto que ndo ha uma
recomendacdo especifica para espécies de lavanda e levando em consideracdo que as plantas
do género Lavandula sdo menos exigentes quanto a adubagdo, optou-se por ndo realizar na

implantagao

Tabela 1. Andlise quimica do solo da area utilizada para cultivo das matrizes. Unioeste,

Campus Marechal C. Rondon, PR.

P MO pHCaCl, H+Al APFF K Ca¥ Mg® SB CTC V Al

mg gdm?® 0,01 mol cmol.dm’? %

dm L!

78,41 26,66 6,44 2,42 0 0,64 4,79 4,07 9,50 11,90 80 0

2.3 Tratos culturais
Foi realizada fertilizagdo apenas com uréia aos 45 dias apds o transplantio, aplicando
40 g por planta. Apos o plantio das mudas foram realizados tratos culturais como capina
manual para eliminar plantas daninhas, controle visual de pragas e doengas, sendo realizado

semanalmente, e aplicacao do inseticida de principio ativo Teflubenzurom (Nomolt 150) para
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lagartas. A irrigagdo ocorreu diariamente, por sistema de irrigacdo tipo aspersdo, acionado

durante 30 min e uma vez ao dia.

2.4 Indice pluviométrico, temperatura e umidade relativa

Os dados foram coletados na estagdo meteoroldgica de observagdo de superficie
automatica de Marechal Candido Rondon-PR, codigo A 820, localizada na Unioeste, no

periodo de marco de 2018 a dezembro de 2020 e estdo dispostos nas Figuras 1, 2 e 3.

Figura 1: A. Dados de temperatura média do ar (°C) e de umidade relativa média do ar (UR%)

e B. Dados de precipitacdo média (mm), para experimento com lavanda no ano de 2018
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Figura 2: (A) Dados de temperatura média do ar (°C) e de umidade relativa média do ar
(UR%) e (B) Dados de precipitacio média (mm), para experimento com lavanda no ano de

2019.
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Figura 3: (A) Dados de temperatura média do ar (°C) e de umidade relativa média do ar
(UR%) e (B) Dados de precipitagdo média (mm), para experimento com lavanda no ano de

2020.

2.4  Extragdo do 6leo essencial das flores de lavanda

Foram coletadas amostras das espécies em estudos e nomeadas da seguinte maneira:
amostra A: flor de Lavandula dentata, amostra B: flor de L. canariensis, amostra C: folha de
L. latifolia e amostra D: folha de L. dentata.

Essas amostras foram coletas com auxilio de tesoura de poda no inicio do dia, 7 h da
manha e secas em esteira a temperatura ambiente. Este material foi levado ao Laboratorio de
Quimica de Produtos Naturais da UNIPAR (Universidade Paranaense), Campus Umuarama
(PR). As flores secas (100 g) foram fragmentadas em 3 L de agua destilada, e os oleos
essenciais (OE) extraidos pelo processo de hidrodestilacdo por 3 h, utilizando o aparelho de
Clevenger modificado. Os 6leos essenciais foram removidos com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur, secos com sulfato de sodio anidro (Na>SO4), mantido sob refrigeracdo a 4 °C até

completa evaporagdo do solvente.

2.5 Determinacdo dos indices fisico-quimicos

2.5.1 Rendimento (%)
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O rendimento do 6leo essencial foi determinado através da razao da massa das flores
secas (g) pela massa do 6leo essencial obtido (g), expresso em percentagem (%) (Farmacopeia

Brasileira, 2010).

2.5.2 Densidade (g mL™")
A densidade absoluta do 6leo essencial foi determinada em capilares graduados (nL)

e calculada a partir da massa (g) pelo volume (ml) a 20°C (Farmacopeia Brasileira, 2010).

2.5.3 Indice de Refragio
O indice de refragdo foi determinado em um refratdmetro Abbe (modelo RL3)
calibrado com agua destilada (indice de refracdo 1,3330) a 20°C (Farmacopeia Brasileira,

2010).

2.5.4 Anélise da composicao quimica do 6leo essencial de lavanda

Anadlise da composi¢ao quimica foi realizada por um cromatografo gasoso (Agilent
7890 B) acoplado ao espectrometro de massa (Agilent 5977 A) equipado com uma coluna
capilar Agilent HP-5MS UI (30m x 0,250mm x 0,25um), utilizando as seguintes condigdes:
temperatura do injetor de 250°C, volume de injecao 2 pnL. no modo split e razao de fluxo 1:20,
temperatura inicial da coluna em 50°C por 1 min, apds aquecimento de 5°C min™ até 180°C,
permanecendo por 1 min, seguido de aquecimento de 10°C min! até 260°C, permanecendo
por 1 min e finalizando com aquecimento de 40°C min™' até 260°C, por 1 min. O fluxo de gis
de arraste (Hélio) foi fixado em 1 ml min’!. As temperaturas de linha de transferéncia, e fonte
de ionizagdo e quadrupolo foram de 280, 230 e 150°C, respectivamente. Os espectros de
massas foram obtidos em um intervalo de 40-550 (m/z) fornecida através de modo varredura

com o tempo permanéncia de solvente de 3 min. Os compostos foram identificados com base
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na comparagdo dos seus indices de retencdo (IR) obtido a partir de uma série de
n-alcanos(C8-C40) (Lai et al., 2004). Além disso, os espectros de massas foram comparados
com os espectros obtidos a partir da biblioteca de espectros Wiley 275L e de acordo com a

literatura (Adams, 2017).

2.5.5 Analise dos componentes principais

Foi realizada a andlise exploratoria multivariada, determinando a andlise de
componentes principais, que permitiu a avaliagdo em conjunto dos compostos quimicos
majoritarios e das classes quimicas de todos os compostos presentes nos OE das folhas,
botdes florais e ramos. O resultado da analise foi apresentado em forma grafica (Biplot),
auxiliando na caracterizacdo de grupos das varidveis analisadas (Moita Neto & Moita, 1998).
Para cada amostra do OE obtido das folhas, botdes florais e ramos, os compostos quimicos
majoritarios foram identificados e suas respectivas classes quimicas, bem como a quantidade
(% de area) discriminados. Esses dados foram transformados em variaveis latentes ortogonais
denominadas componentes principais, que sdo combinagdes lineares das variaveis originais
criadas com os autovalores da matriz de covariancia dos dados (Hair, 2005). O critério de
Kaiser foi utilizado para eleger os componentes principais, sendo que um autovalor preserva
informacao relevante quando ¢ superior a unidade (Ferré, 1995; Camacho et al., 2010). Essa
analise foi realizada de duas formas: a primeira contendo apenas dados referentes aos
compostos majoritarios identificados nos 6leos essenciais das folhas, botdes florais e ramos; a
segunda, os dados referentes as classes quimicas as quais pertencem estes compostos. Ambas

as analises foram realizadas pelo programa Statistica 13 (Statsof, 2018).

2.5.6 Atividade antioxidante



54

2.5.6.1 Determinagdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical livre 2,2
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Para determinar a capacidade do sequestro de radicais livres de DPPH, foi utilizado a
metodologia descrita por (Rufino et al., 2007). Uma aliquota de 10uL das diferentes
concentragdes das amostras A, B, C e D nas diferentes concentracdes (1.0; 0.7; 0.5 ¢ 0.2 mg
ml'), com 290 pL de solugio metandlica de DPPH (60 uM), preparada no momento da
atividade. Para o controle negativo foi utilizado 10uL de metanol na solu¢do de DPPH (60
uM). A mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente por 30 minutos. A redugdo da
absorvancia foi medida em 515 nm, em um aparelho SpectraMax Plus*** Microplate Reader.
A capacidade antioxidante total dos extratos e fragdes foi calculada utilizando uma solugao
padrdo de quercetina (60 uM), como referéncia de 100%. A partir da correlagdo entre
absorvancia versus concentracdo da amostra antioxidante, foi determinada a concentragao

necessaria para reduzir 50% dos radicais livres (ECso).

2.5.6.2 Determinacao da atividade antioxidante pelo método de reducao do ferro (FRAP)

Este método foi avaliado conforme descrito por (Rufino et al., 2006a). Para preparar o
reagente FRAP foram combinados 25 mL de tampao acetato (0,3 M), 2,5 mL de solugdo
aquosa de 2,4,6-Tris (2-piridil)-striazina (TPTZ - 10 mM), 2,5 mL de solugdo aquosa de
cloreto férrico (20 mM) e 3 ml de 4gua destilada. A solugdo reagente foi composta por 10 L.
das amostras A, B, C e D em diferentes concentragdes (1.0; 0.7; 0.5 e 0.2 mg ml™"), 290 uL do
reagente FRAP em cada po¢o da microplaca. A mistura foi colocada no aparelho Spectra Max
Plus*** Microplate Reader e mantida a 37°C por 30 min. A Absorvancia foi lida em 595 nm.
Usando uma curva padrao de sulfato ferroso (0 — 2000 uM) foi calculada a percentagem de
atividade antioxidante. A atividade antioxidante foi expressa em puM sulfato ferroso mg' da

amostra.
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2.5.6.3 Determinacao do teor de fenois totais
Este método foi avaliado segundo Swain e Hills (1959) com modificagdes (Sousa de
Sa et al., 2012). Para preparar a solug¢ao de Folin-Ciocalteu (10%) e a solucao de carbonato de
sodio (7,5%), utilizaram como veiculo 4gua Miliq. As amostras A, B, C e D foram diluidas
em metanol na concentragio de 1,0 mg mL™'). A solucio reagente foi composta por 155 pL da
solug¢do de Folin-Ciocalteu, 125 uL. de solu¢do de Carbonato de sodio seguido de 20 pL da
amostra diluida (1 mg mL™!") em cada poco da microplaca. A mistura foi deixada em repouso
na auséncia de luz por 60 min e apos, a leitura foi realizada no aparelho SpectraMax Plus®%*
Microplate Reader a 760 nM, em triplicata.
A curva de calibragdo foi obtida fazendo-se uso de sete diluigdes de acido galico (0-
100 ug ml!). A equagiio da curva de calibracio foi obtida através de regressdo linear [(A =
0,0196C — 0,031) com R*= 0,9997], onde A4 representa a absorbancia medida e C a
concentragcdo de equivalentes de acido galico. Os resultados foram expressos como pg de

equivalente de acido gélico (EAG) por miligrama de amostra.

2.5.6.4 Determinagado da atividade antioxidante pelo sistema de co-oxidagao B-caroteno/acido
linoleico.

A capacidade antioxidante das amostras A, B, C e D foi avaliada segundo (Rufino et al.,
2006b). A reagao pode ser monitorada por meio de espectrofotometria, perda da coloracao do
B-caroteno a 470 mm. Em um becker protegido da luz (envolto por papel aluminio) foi
adicionado 20 pL de acido linoleico, 265 uLL de Tween 40, 25 puL da solucao B-caroteno (20
mg mL!) e 0,5 mL de cloroféormio. O solvente foi removido com auxilio de um secador. Em
seguida, a mistura foi dissolvida em 20 mL de 4gua destilada e oxigenada (por oxigénio,
durante 30 min) sob agitacdo vigorosa para formar uma emulsdo. A emulsdo teve a

absorvancia ajustada para 0,7 a 470 ym.
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A atividade antioxidante das amostras foi determinada pela mistura de 280 pL de
emulsdo com 20 puL de amostras em diferentes concentragdes (1.0; 0.7; 0.5 e 0.2 mg mL™)
plotadas em microplacas de 96 pogos de fundo chato. As amostras colocadas no aparelho
SpectraMax Plus®®* Microplate Reader, sendo mantida a 40°C, durante 120 min, com leituras
realizadas a cada 5 min, e a absorvancia mensurada a 470 nm.

Uma solugdo de trolox (0,2 mg mL™!) foi utilizada como padrio-referéncia. Os
resultados foram expressos como porcentagem da inibi¢do da oxidacdo, seguindo a equacao:
RA=Ainiciat — Afinat, onde RA ¢ reducdo da absorbancia e 4 representa a absorbancia medida. A
reducdo da absorbancia do sistema antioxidante foi considerada como 100% de oxidagao.

Com a equagdo % de oxidagdo = [(Redu¢do A) amosira x 100] / (Redugdo A) sisiema f0i
calculada a percentagem de oxidacdo correlacionada com a absorbancia da amostra dividindo
com a absorbancia do sistema. Com esse resultado utilizou-se a equacdo % inibicdo da

oxidagdo = 100 — (% de oxidagdo).

3. Resultados

Na Tabela 2 encontram-se os indices fisico-quimicos dos 6leos esséncias obtidos das
amostras. Observa-se que para a amostra B ndo se teve produgao de dleo suficiente.

Foi detectado maior rendimento no cultivo da amostra D (1,34%), seguido da
amostra A (1,12%), e a amostra C (0,38%). Observa-se que A e D sdo da mesma espécie, mas
de partes diferentes da planta e ndo apresentaram rendimento muito diferentes. Devido a baixa
quantidade de 6leo obtido da amostra B, nao foi possivel determinar o rendimento, densidade

e indice de refracao.
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Amostras Rendimento Densidade Indice de Refracdo
(%) (gmL™")

A 1,128+ 0,00 0,894 £ 0,05 1,478 + 0,00
(1,08; 1,16) (0,78; 0,99)

B % *

C 0,38 + 0,05 0,884+ 0,07 1,474 £ 0,00
(0,34; 0,42) (0,77; 0,98)

D 1,34% £ 0,01 0,854+ 0,10 1,46 £ 0,00

(1,30; 1,38)

(0,74; 0,96)

*Material insuficiente para realizar os testes. Amostra A: flor de Lavandula dentata, amostra B: flor de

L. canariensis, amostra C: folha de L. latifolia e amostra D: folha de L. dentata.

Os resultados da identificagdo quimica das amostras A, B, C e D encontram-se

discriminados na Tabela 3 e Figuras 4 e 5.

Tabela 3: Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de Lavandula sp.

) BRI Areas Relativa (%) |  Métodos d~e
Pico TR | *Composto | Identificagdo
calculado A | B | C | D |

1] 6111 | o-pinene | 937 | 148 | - | 185 | 1,68 | abc |
2| 6468 | camphene | 952 | 079 | - | 09| 08 | abc |
3] 7105 | sabinene | 976 | - | -] o11 | - | abec |
4| 7189 | B-pinene | 979 | 223 | - | 200 | 200 | abec |
5] 7538 | 2,3-dehydro-1,8-cineole | 992 | 018 | - | 033 | 033 | abc |
6 | 8794 | eucalyptol | 1040 | 31,68 | 621] 3554 | 3636 | abc |
7] 9406 | y-terpinene | 1062 | 014 | - | 015 | - | abec |
8 | 9842 | n.i | 1077 | 034 | - | o064 | 063 | abc |
9 | 10202 | fenchone | 1089 | 11,58 | 221] 12,83 | 1335 | abc |
10| 10690 | linanol | 1106 | 120 | - | 142 | 1,04 | abec |
11| 10993 | n.i | 1118 | 073 | - | 458 | 060 | abc |
12| 11147 | camphenol, 6- | 1128 | 08 | - | 08 | 079 | abec |
13| 11315 | exo fenchol | 1123 | 413 | - | 060 | 475 | abc |
14| 11729 | L-pinocarveol | 1145 | 039 | - | 057 | o041 | abc |
15| 11785 | cis-verbenol | 147 | - | -] - | 979 ] abc |
16| 11993 | L-camphor | 1154 | 18,66 | 257 | 1741 | 870 | abc |
17| 12364 | isoborneol | 1167 | 115 - | 110 | 097 | abec |
18| 12506 | pinocarvone | 1172 | o067 | - | 074 | 077 | abec |
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20 |
21 |
22 |
23 |
24 |
25 |
26 |
27 |
28 |
29 |
30 |
31 |
32 |
33 |
34 |
35 |
36 |
37 |
38 |
39 |
40 |
41 |
42 |
43 |
44 |
45 |
46 |
47 |
48 |
49 |
50 |
51 |
52 |
53 |
54 |
55 |
56 |
57 |
58 |
59 |
60 |
61 |
62 |
63 |
64 |

endo-borneol
terpinen-4-ol
a-terpineol
dihydrocarveol
cuminol
p-cymen-8-ol
myrtenal
(-)- myrtenol
verbenone
cis-carveol
carveol
(-)- carvone
Cuminal
piperitone
n.i
a-bergamotene
caryophyllene
precocene |
gama elemene
aroma dendrene
alfa-himachalene
L-calamenene
a-selinene
B-bisabolene
ledene oxide -(IT)
(-)-Spathulenol
isolongifolene

caryophyllene oxide

B-eudesmol

a-bisabolol oxide b

n.i

isoaromadendrene epoxide

apiol
o-bisabolol

aromadendrene oxide-(2

longipinocarvone

calarene epoxide

trans-z-o-bisabolene epoxide

farnesyl acetone
n.i
phytol

n.i

linolenic acid,ethyl ester

n.i

n.i

ethyl isso-allocholate

1172
1173
1180
1182
1190
1190
1198
1200
1212
1224
1236
1244
1244
1258
1278
1412
1428
1431
1438
1440

1493
1510
1526
1526
1548
1588
1657
1660
1665
1677
1687
1687
1692
1730
1756
1849
1872
1882
1961
2420
2458
2582
2599
2669

2,42
0,64
0,23

0,59
1,41
2,16

0,48
0,82
0,18
0,65
0,8
0,25
0,30
0,37
0,21

1,33
0,42
0,16
0,3
0,25
2,58
1,75
0,66

0,53
0,86
0,71
0,56
0,32
0,17
0,14
0,09

0,11

0,24

2,30
0,64

0,16
0,37
1,29
2,09

0,58
0,72

0,61

0,49

0,17
0,19

0,18
0,38
1,04
0,20

0,50
0,15

0,10

0,10
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a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
a,b,c
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65 | 37993 heptacosane | 2702 - 1,57 | - | - a,b,c

66| 38193 (octade(c)ifelg:xa}lfc)ﬁfpyl ester 2757 ) 094 | - ) a,b,c

67 | 38258 n.i 2778 - 4] - | - a,b, ¢

68 | 38342 n.i 2721 0,70 - - - a,b,c

69 || 38606 lupeol acetate 2769 0,26 | | - a,b,c
| Total Identificado 97,57 || 98,41 94,12 || 98,47

| | | |
| | | |
| | | | |
| | | | |
| | | | |
| | | | |
| Monoterpenos hidrocarbonetos | | 45 | o | 498 | 4,53 |
| Monoterpenos oxigenados | | 81,3 | |
| Sesquiterpenos hidrocarbonetos | | | |
| | | | |
| | | | |
| | | | |
| | | | |
| | |

|

| 10,99 80,74 | 86,56
| 233 | 1722 216 | 153
| Sesquiterpenos oxigenados 8,85 59,13| 6,24 | 5,85
| Fenilpropanoides 2,92 | |

| Diterpenos 0,09 1,32 | |

I Outros 0,5 6,83 | |

ndo identificados 232 | 14| 575 [ 1,23 |

*Compostos listados de acordo com a ordem de elui¢do na coluna HP-5ms; Pindice de retengdo (RI) calculado
utilizando uma série homologa de rn-alcanos Co a C3p em uma coluna capilar (HP-5ms); ®identificagdo com base
na comparagdo com o espectro de massa da biblioteca Wiles 275L; Area relativa (%): porcentagem da area
ocupada pelos compostos no cromatograma. t = tragos. (-) = composto ausente na amostra. TR: tempo de
retengdo. Amostra A: flor de Lavandula dentata, amostra B: flor de L. canariensis, amostra C: folha de L.

latifolia e amostra D: folha de L. dentata.

Os resultados indicaram que houve conformidade na composi¢do quimica entre as
amostras A, C e D, tendo como classe majoritaria os monoterpenos oxigenados (81,30; 80,74
e 86,56%) e os compostos majoritarios eucaliptol (31,68; 35,54 e 36,36%); fenchona (11,58;
12,83 e 13,35%); L-camphor (18,66; 17,41 e 8,78%), respectivamente (Tabela 3 e Figuras 4 e
5). Entretanto, estas trés amostras diferiram da amostra B que apresentou como classe
majoritaria os sesquiterpenos oxigenados (59,13%) tendo como compostos majoritarios o
oxido de cariofileno (34,86%), espatulenol (17,65%) precoceno 1 (9,79%) (Tabela 3 e Figuras
4eb).

Importante ressaltar que as amostras A e D que sdo da mesma espécie, mas de partes

diferentes da planta, apresentaram classe quimica e compostos majoritarios iguais (Figuras 4
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5), mas, apesar disso, existem diferencas entre alguns componentes, seja na quantidade ou nao
presenga e/ou auséncia em alguma das partes vegetais.

Destacam-se na amostra B dois compostos: apiol e precoceno I. De acordo com
Petropoulus et al. (2008), o apiol ¢ um fenilpropanoide e esta classe estd presente em

situacdes de estresse, principalmente estresse hidrico.

1.5

Monoterpenos hidrocarbonetos
-

05 Sesquiterpenos hidrocarbonetos
.

0.0

3 Monoterpenos oxigenados

Factor 2: 22,84 %

/

or*»0

0.5+

Sesquiterpenos oxigenados|
L

B

-3.0 2.5 2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Factor 1: 77.16%

Figura 4: Biplot com representagdo da projecdo das classes quimicas do 6leo essencial das
amostras obtido por CG/EM. Amostra A: flor de Lavandula dentata, amostra B: flor de L.

canariensis, amostra C: folha de L. latifolia e amostra D: folha de L. dentata.
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10} Iscaromadendrene epoxide
L ]

L-cam;ﬁgr‘: .h o
05 .

0.0 (-)-Spaiihulenol

- 0g

Factor 2. 18 77%

0571 Eucalyptoi

Caryophyﬂene oxide

2.0

Factor 1: 79.57%

Figura 5: Biplot com representagdo da projecao dos compostos majoritarios do 6leo essencial
das amostras obtido por CG/EM. Amostra A: flor de Lavandula dentata, amostra B: flor de L.

canariensis, amostra C: folha de L. latifolia e amostra D: folha de L. dentata.

Os resultados da atividade antioxidante encontram-se discriminados nas Tabelas 4, 5
e Figura 6. A atividade antioxidante pelo método DPPH resultou em IC50 de 10,21 a
12,28 mg mL"!, sendo estes valores inferiores ao padrio quercetina (0,01 mg mL™'). Em
relacdo ao método FRAP, os valores foram de 0,05 a 0,06 pM sulfato ferroso mg™' amostra,
estando inferiores ao padrio Trolox (9,18 pM sulfato ferroso mg™! amostra).

Os teores de fendis totais variaram de 2,55 a 8,42 pg de acido galico mg' de
amostra, indicando baixo teor de fendis totais nos 6leos das amostras analisadas. Em relagao
ao método sistema de co-oxidacdo P-caroteno/acido linoleico, os resultados estdo
apresentados na Tabela 4. Na concentragdo de 1,0 mg mL™! os valores da inibi¢do da oxidagio

ficaram entre 58,21 a 63,64%.
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Tabela 4. Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical livre 2,2 difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), pelo poder de reducdo do Ferro (FRAP) e determinagdo dos fenois

totais dos Oleos essenciais de Lavandula sp.

DPPH FRAP FENOIS TOTAIS
ICso (uM sulfato ferroso/mg de (ng de acido galico/mg

Amostras

(mg mL") amostra) de amostra)
A 12.28°+ 0.64 0.05°+0.01 8.42*+0.36
C 10.21°+0.73 0.06° +0.01 4.68° £ 0.60
D 10.77°+0.11 0.05°+0.01 2.55¢+0.24
Quercetina 0.010* £ 0.001 - -
Trolox - 9.18*+0.83 -

Os valores sdo a média = desvio padrdo do experimento realizado em triplicata. Letras diferentes
minusculas na coluna, indicam haver diferenca significativa entre os tratamentos, pelo teste de Duncan
(P £ 0.05). ICso: concentragdo dos oleos essenciais que inibem 50% do radical DPPH (2,2 difenil-1-
picrilhidrazil), controles positivos para DPPH: quercetina (0.010 mg mL™"), FRAP: poder antioxidante
de redugdo do ferro, controles positivos para FRAP: Trolox (9.18 mg mL™'). Amostra A: flor de
Lavandula dentata, amostra B: flor de L. canariensis, amostra C: folha de L. latifolia e amostra D:

folha de L. dentata.
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A Tabela 5 representa a atividade antioxidante das quatro espécies de Lavandula sp.

pelo sistema de co-oxidagao -caroteno/acido linoleico.

Tabela 5. Percentual de inibi¢cdo da oxidagdo pelo sistema de co-oxidagdo f-caroteno/acido

linoleico dos 6leos essenciais de Lavandula sp.

Amostras Concentracdes (mg mL™!)

1,00 0,75 0,50 0,25
A 63,644 + 1,15 55,988 + 2,60 49,51*°C £ 2,31 47,85°C + 0,89
C 61,19°4 + 0,78 54,368 £ 221 46,88°C + 2,61 41,77°C + 2,35
D 58,21°4 + 1,35 50,80°8 £ 2,50 46,398 +2 .30 38,31°¢ £ 2,50

Os valores sdo a média = desvio padrdo do experimento realizado em triplicata. Letras diferentes
minusculas em coluna, e maiusculas em linha indicam haver diferenga significativa entre os
tratamentos, pelo teste de Duncan (P < 0.05). Controle positivo: trolox (76.33 + 2.54 mg mL™! na
concentragdo de 0.2 mg mL"'). Amostra A: flor de Lavandula dentata, amostra B: flor de L.

canariensis, amostra C: folha de L. latifolia e amostra D: folha de L. dentata.
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A Figura 6 representa a a¢do dos 6leos essenciais de Lavandula sp., pelo sistema de

branqueamento de f-caroteno/acido linoleico ao longo de 120 min.

Antioxidant activity of Lavander determined by

0-54 1 B-carotene system/linoleic acid
070 { ¢ % § g _
8 e
0.60 - "?ii
2 050 - e VB g
..g ® e vy LA | " 8 ® e oagog
= 040 - * . &
e . . i g 3
30'30_ .°°o§ﬁt
, ®
0.20 -
= « ]
0.10 . .
=
0.00 ‘ . . . . . . ‘
0 15 30 45 60 75 90 105 120

Reaction time (minutes)
¢Lavander A ®Lavander C e Lavander D Negative control = Trolox
Figura 6. Absorvancia a 470 nm ao longo do tempo de reagdo (120 min.), pelo sistema de co-
oxidacdo de p-caroteno/dcido linoleico dos oOleos essenciais de Lavandula sp.
(1.00 mg mL™"); controle positivo = trolox; controle negativo = reagio sem antioxidante.
Amostra A: flor de Lavandula dentata, amostra B: flor de L. canariensis, amostra C: folha de

L. latifolia e amostra D: folha de L. dentata.

3.1 DISCUSSAO
3.2 Indices fisico-quimicos dos 6leos essenciais de lavanda
Estes dados deixam visivel a dificuldade no desenvolvimento da espécie B devido a

menor quantidade de material disponivel, quando comparado as demais espécies.

3.3 Composi¢ao quimica dos dleos essenciais
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Observando-se a Tabela 3, verifica-se que entre a amostra A e D houve diferenca na
composicao quimica, seja na auséncia em uma das amostras e presenca na outra amostra ou
na quantidade, mesmo tendo grupo quimico e compostos majoritarios iguais.

Destacam-se na amostra B dois compostos que devem ser discutidos: apiol e
precoceno 1. De acordo com Petropoulus et al. (2008), o apiol é um fenilpropandide e esta
classe estd presente em situagdes de estresse, principalmente estresse hidrico. Quanto maior a
falta de agua, maior serd a quantidade de fenilpropanoides produzida pela planta.

A provavel explicacdo para a presenga destes dois compostos somente na amostra B
estd no fato da L. canariensis ser originaria das ilhas candrias, com temperaturas amenas (20 a
24°C) o ano todo e média de precipitacdo entre 100 e 600 mm, dependendo da ilha. Ao
deparar-se com temperaturas elevadas encontradas na nossa regido, bem como uma oscilagao
de temperaturas durante o ano, e indice pluviométrico superior ao de sua origem (Figuras 1, 2
e 3). Desta forma, a espécie B teve que se adaptar rapidamente, € em condi¢des de estresse, a
planta desvia sua rota metabolica para a sintese de compostos que visem protegé-la das
agressoes externas (Morais, 2009).

O precoceno I se mostrou presente apenas na amostra B. Este composto ¢ um
cromeno que, segundo Abdelkader et al. (2011), apresenta alto potencial inseticida. Ele esta
presente em predominancia, assim como o cariofileno (também presente em grande
quantidade na amostra B), por exemplo, no o6leo essencial de mentrasto (Ageratum
conyzoides), que apresenta propriedades fungicidas e bactericidas, sendo recomendado
também como inseticida fitoterapico ndo fitotdoxico contra a contaminacdo por besouro
castanho (7ribolium castaneum) (Jaya et al., 2012; Kouame et al., 2018).

Ainda na amostra B, hda um componente expressivo, o Spathulenol. Este apresenta
17,65 % de area relativa, enquanto nas demais amostras se apresentou em valores inferiores a

1%. Estudos de Nascimento et al. (2018) demonstram que esta substancia, obtido no 6leo
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essencial de Psidium guineense Sw. no estudo em questdo, ¢ eficaz contra linhagem de células
de cancer de ovario e mostra atividade antimicobacteriana moderada. Um outro componente,
o endo-borneol, esta presente nas amostras A e C em maior quantidade que na amostra D e
ausente na amostra B. Este estd associado a canfora. Borneol também estd presente no 6leo
essencial de sdlvia e alecrim pode ser atribuida atividade antibacteriana a este composto

(Porte; Godoy, 2001).

3.4 Atividade antioxidante

Os resultados do presente estudo indicaram que houve diferenca no potencial
antioxidante dos Oleos essenciais das amostras A, C e D de Lavandula sp., em fun¢do da
metodologia empregada. Maior atividade antioxidante foi verificada pelo sistema de co-
oxidacdo f-caroteno/acido linoleico (Tabela 5, Figura 6), para as trés amostras testadas e
baixa atividade para aos métodos DPPH, FRAP e teores de fendis totais (FT) (Tabela 4).

A diferenga do potencial antioxidante em fun¢ao do método utilizado pode estar
relacionada com a natureza lipofilica dos Oleos essenciais e a especificidade dos métodos
antioxidantes utilizados. O sistema de co-oxida¢do f-caroteno/acido linoleico apresenta
especificidade para amostras lipofilicas (Rufino et al., 2010; Miguel, 2010), sendo desta
forma o método que proporcionou maior potencial antioxidante nas amostras testadas.

O percentual de inibigdo da oxidag¢do do acido linoleico dos 6leos essenciais das
espécies A, C e D de Lavandula sp. foram de 63,64 %, 61,19 % e 58,21 %, respectivamente
na concentracdo de 1,0 mg mL!, ndo havendo diferenca significativa entre as trés amostras. O
percentual das trés espécies analisadas ¢ considerado moderado segundo Rufino et al. (2010)
que classificaram como alto quando o percentual de inibicdo de oxidacdo for maior que 70%,
moderado quando estiver entre 40 e 70% e baixa quando o percentual de inibi¢do da oxidacdo

for menor que 40%. Outro ponto importante pode ser observado na Figura 3, em que as
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espécies A e C tiveram o mesmo percentual de inibicdo da oxidacdo que o trolox até 60
minutos, indicando a estabilidade do 6leo destas duas espécies no meio reacional.

A baixa capacidade dos 6leos essenciais em regenerar o radical DPPH pode ser
explicada pelo fato dos mesmos serem pouco soliveis nas condi¢des do experimento, visto
ser este um protocolo com maior especificidade para compostos hidrofilicos, como a
quercetina (Andrade et al., 2012), justificando seu elevado desempenho em sequestrar os
radicais DPPH [DPPH® para DPPH-H] (Andrade et al., 2012; Kim et al., 2017). Para o
método DPPH, pdde-se observar que os 6leos essenciais das trés espécies ndo apresentaram
habilidade em capturar radicais estaveis DPPH, quando comparados a quercetina (Tabela 1).

Outro protocolo utilizado foi o FRAP que mede o grau de Fe?' residual gerado a
partir da reducdo de Fe’' avaliando a capacidade de reducdo do metal pela substincia
antioxidante. Este método apresenta elevada correlagdo com moléculas fenolicas (Rufino et
al., 2006b); e foi originalmente desenvolvido como uma alternativa para determinar a reducao
do ferro em fluidos bioldgicos e solucdes aquosas de compostos isolados (Benzie; Strain,
1996).

Em nosso estudo também foi avaliado o teor de fendis totais nos 6leos essenciais das
trés amostras analisadas. A forma como estes compostos sao quantificados baseia-se no fato
dos compostos fendlicos serem capazes de interceptar a cadeia de oxidacdo de radicais livres
através da doagdo de hidrogénio de suas hidroxilas fenoélicas (Silva et al., 2016), por reacdes
de oxidagdo-reducdo entre os compostos fenolicos e ions metalicos (Silva et al., 2010). Os
resultados indicaram baixos teores de fendis totais nos Oleos essenciais das trés espécies de
Lavandula sp. Este resultado pode ser justificado pela especificidade do método, visto ser um

protocolo aplicavel a determinagao de compostos fenolicos hidrofilicos (Margraf et al., 2015).
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4. CONCLUSOES

No o6leo essencial das flores e folhas de Lavandula dentata e folhas de L. latifolia
encontram-se monoterpenos oxigenados, destacando o eucaliptol como composto majoritario.
Estas espécies mostraram potencial antioxidante moderado pelo sistema de co-oxidacdo /-
caroteno/acido linoleico.

Nas flores e Lavandula canariensis foram encontrados os sesquiterpenos oxigenados,

com destaque para o caryophyllene oxide.
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CONCLUSOES GERAIS

Existem diferencas entre espécies e gendtipos de lavandas quanto a
enraizamento, porém nao € visualizado barreiras anatdbmicas para as espécies em
estudo.

O d6leo essencial também apresenta caracteristicas diferentes entre as
espécies estudadas, sendo que a amostra B (Lavandula canariensis) apresentou

propriedades quimicas interessantes, que podem ser exploradas comercialmente.



