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RESUMO

LIMA, Milene Conceicdo. Atividade biolégica e parametros bioquimicos e
fisiologicos influenciados por fatores abiéticos em Achillea millefolium L. 2013.
117 f. Tese (Doutorado). Programa de Pés-Graduacdo em Fisiologia Vegetal.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

Diversos fatores abiéticos podem coordenar ou alterar os processos metabdlicos de
crescimento e desenvolvimento em plantas como a luz, temperatura, disponibilidade
hidrica, clima, nutricdo do solo e compostos inorgéanicos. O objetivo deste estudo foi
avaliar o comportamento de A. millefolium L. (mil-folhas) frente aos fatores abioticos.
Para atingir este objetivo foram realizados dois experimentos, na qual no primeiro foi
verificada a atividade antimicrobiana in vitro e rendimento do 6leo essencial de mil-
folhas cultivada com concentracdes de nitrogénio (0, 75 e 150 Kg ureia ha™) e
submetida a diferentes niveis de sombreamento 0% (luz plena) e 70%
(sombreamento 70%). No segundo experimento foram avaliadas caracteristicas de
crescimento, producdo de pigmentos fotossintéticos, atividade de enzimas
antioxidantes, teores de peréxido de hidrogénio, malondialdeido, ascorbato e
deidroascorbato, atividade antioxidante pelo método DPPH e sintese de metabdlitos
secundarios em mil-folhas cultivada sob condi¢des de luminosidade (luz plena e
sombreamento com malha azul, vermelha e preta) e submetida a diferentes periodos
de coleta (oito semanas de sombreamento, duas e quatro semanas apos 0
sombreamento). Os principais resultados mostram que o rendimento do Oleo
extraido de flores foi estimulado pela concentracdo nitrogenada intermediaria e o
extraido de folhas foi favorecido pela luz plena, sendo maior nas estruturas
reprodutivas. A atividade antimicrobiana do 6leo foi confirmada frente aos
microrganismos, sendo as cepas fungicas inibidas pela menor concentracdo. A
massa seca das folhas e flores foi favorecida nas plantas cultivadas com luz plena.
Os teores de clorofila a e b foram maiores nas plantas cultivadas com a malha azul,
o conteudo de clorofila total foi menor nas plantas sob luz plena e em plantas com
duas semanas ap6s o sombreamento ocorreu um incremento de clorofila a, b e total,
equivalendo-se as plantas ndo sombreadas. A atividade da catalase aumentou em
plantas aclimatadas em alta intensidade de luz e a baixa luminosidade n&o estimulou
a ascorbato peroxidase, mas incrementou a superoxido dismutase e o teor de
peréxido de hidrogénio. A peroxidacao lipidica foi reduzida na presenca dos
espectros de luz azul e vermelha e a baixa intensidade de luz, gerada pelas malhas
preta e azul, reduziu o acumulo de ascorbato. O conteddo de deidroascorbato
aumentou em processo de aclimatacao a luz solar e a atividade antioxidante foi mais
acentuada em extratos de flores. Os teores de fenois e flavonoides totais foram
estimulados pela luz plena. O rendimento do 6leo extraido de flores foi maior em
relacdo ao de folhas. O metabdlito majoritario do 6leo extraido de folhas foi o
farnesol e os extraidos de flores foram o farnesol e camazuleno. Os resultados
encontrados para a espécie medicinal A. millefolium L. indicaram que a intensidade
luminosa, qualidade de luz, periodos de coleta e fertilizagdo nitrogenada influenciam
no crescimento, producao de pigmentos fotossintéticos, de metabdlitos secundarios
e resposta antioxidante.

Palavras-chave: mil-folhas, qualidade de luz, periodos de coleta, concentragfes de
nitrogénio, terpenoides, 6leo essencial.



ABSTRACT

LIMA, Milene Conceicéo. Biological activity and biochemical and physiological
parameters influenced by abiotic factors in Achillea millefolium L. 2013. 117 f.
Thesis (PhD). Graduation Program in Plant Physiology. Federal University of Pelotas,
Pelotas, RS.

Several abiotic factors can coordinate or alter metabolic processes of growth and
development plants such light, temperature, water availability, climate, soil nutrition
and inorganic compounds. The objective of this study was to evaluate performance
of A. millefolium L. (yarrow) against abiotic factors. To achieve this objective were
have conducted two experiments in which the first was observed antimicrobial activity
in vitro and essential oil yield of yarrow grown with nitrogen levels (0, 75 and 150 kg
urea ha') and subjected different levels of shading 0% (full light) and 70% (70%
shading). The second experiment were observed growth characteristics, production
photosynthetic pigments, antioxidant enzymes activity, concentrations hydrogen
peroxide, malondialdehyde, ascorbate and deidroascorbato, antioxidant activity by
method DPPH and secondary metabolites synthesis in yarrow cultivated under light
conditions (full light and blue, red and black shade net) and subjected different
collection periods (eight weeks shading, two and four weeks after shading). The
results show that oil yield extracted from flowers was stimulated by medium nitrogen
level and full light increased the oil yield extracted from leaves. The highest essential
oil yield was observed in reproductive structures. Antimicrobial activity of oil was
confirmed against microorganisms species. Yeast strains were inhibited by the lowest
concentration. The dry mass of leaves and flowers was favored in plants grown
under full light. The content of chlorophyll a and b were higher in plants cultivated
under blue net, total chlorophyll content was lower in plants under full light and plants
two weeks after shading was increase of chlorophyll a, b and total, equivalent did not
shaded plants. Catalase activity increased plants acclimated to high light intensity
and low light did not stimulate ascorbate peroxidase, but increased superoxide
dismutase and content of hydrogen peroxide. Lipid peroxidation was reduced
presence of the spectrum blue and red light and low light intensity generated by nets
black and blue, reduced accumulation of ascorbate. Content of deidroascorbato
increased acclimation process to sunlight and antioxidant activity was more
pronounced extracts of flowers. Levels total phenols and flavonoids were stimulated
by full light. Oil yield extracted from flowers was higher than leaves. Major metabolite
oil extracted from leaves was farnesol and flowers were farnesol and chamazulene.
Results for medicinal species A. millefolium L. indicated that light intensity, light
quality, collection periods and nitrogen fertilization influence growth, photosynthetic
pigments production, secondary metabolites and antioxidant response.

Key words: yarrow, light quality, collection periods, nitrogen levels, terpenoids,
essential oil.
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1. INTRODUCAO GERAL

As plantas medicinais sao utilizadas no tratamento e na cura de
enfermidades, sendo muitas vezes consideradas o Unico recurso terapéutico de
determinados grupos étnicos e comunidades. O uso dessas plantas € tdo antigo,
perdurando até os dias atuais a partir de observacdes feitas pela populacdo, que
acabam por divulgar as virtudes terapéuticas e efeitos medicinais que essas
produzem. Desse modo, informacdes sdo acumuladas ao longo dos anos,
despertando ainda mais o interesse de pesquisadores (MACIEL et al., 2002).

A atividade biologica de plantas medicinais tem sido objeto de intensa
investigacdo cientifica. Plantas superiores e aromaticas sdo amplamente utilizadas
na medicina popular, uma vez que apresentam um amplo espectro de atividade e
inibicdo comprovada contra bactérias e fungos, apresentando uma grande
importancia na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia (DUARTE et al., 2004;
SARTORATTO et al., 2004). Essas propriedades sado reconhecidas por suas
substancias ativas, como é o caso dos terpenoides e compostos fendlicos, produtos
do metabolismo secundario, que fazem parte dos 6leos essenciais (LOGUERCIO et
al., 2005).

O uso de extratos vegetais, 6leos essenciais e fitoquimicos de conhecida
atividade antimicrobiana pode adquirir significado nos tratamentos terapéuticos.
Diversas espécies vegetais tém sido utilizadas, pelas caracteristicas
antimicrobianas, através de compostos sintetizados pelo metabolismo secundario da
planta (LOGUERCIO et al., 2005).

Objetivando preservar os teores de 0Oleos essenciais inseridos nas plantas
medicinais e otimizar o processo de extracdo, operacdes pos-colheita devem ser
empregadas corretamente. Dentre estas, as condicbes de secagem e
armazenamento sdo importantes para conservar de forma adequada os principios
ativos, levando essas plantas a baixos teores de umidade (SIMOES et al., 2004).

Segundo Noldin (2003) a importancia das plantas medicinais deve-se também
por sua contribuicdo como fonte natural de farmacos e por proporcionar grandes
chances de obter-se uma molécula prototipo devido a diversidade de compostos
guimicos presentes. No entanto, iniumeras plantas que sao utilizadas em

preparacoes fitoterdpicas carecem de um maior controle de qualidade, uma vez que



13

a literatura cientifica indica que diversas destas podem apresentar uma composi¢cao
quimica variavel.

Estudos sobre uma diversidade de plantas com poder medicinal tém sido
desenvolvidos, mas a maioria deles se relaciona as propriedades medicinais e
quimicas das espécies. E de extrema importancia conhecer a influéncia do meio
ambiente e do manejo adotado durante o cultivo, como a adubacao nitrogenada
dessas plantas, pois irdo responder com alteracdes e variabilidade quimica
dependendo do meio em que estdo inseridas e da concentracdo e tipos de
nutrientes fornecidos.

A partir dos anos 80, ocorreu um crescente interesse pela fisiologia do
estresse, para se observar o efeito deste no metabolismo das plantas e verificar as
possiveis adaptacbes e modificacbes que poderiam ocorrer no seu metabolismo,
uma vez que poderiam aumentar a producdo de constituintes ativos (FARNDEN;
ROBERTSON, 1980).

O efeito de condi¢cdes de estresse no metabolismo secundario das plantas &
derivado principalmente de esforcos da pesquisa para incrementar a sintese de
substancias bioativas em espécies medicinais e arométicas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

De acordo com Marschner (1995) a utilizacdo de adubac&o nitrogenada
adequada pode exercer um papel fundamental no crescimento e desenvolvimento
das espécies vegetais. As respostas do metabolismo das plantas medicinais, frente
as formas de nitrogénio, podem estar associadas as diferentes etapas de aquisi¢ao
e assimilagao.

Ao longo do processo evolutivo, as plantas desenvolveram uma variedade de
mecanismos de adaptacdo a mudancas e fatores ambientais, destacando-se as
anatbmicas, fisioldgicas e quimicas para o crescimento em condi¢cdes desfavoraveis
a diversos tipos de ambientes (LARCHER, 2004).

A luz influencia diretamente o crescimento e desenvolvimento dos vegetais,
causando alteracées morfofisiolégicas em plantas cultivadas sob diferentes niveis de
luz e tem demonstrado influenciar o teor e composi¢cdo dos principios ativos. A
radiacdo solar desempenha um papel relevante no controle dos processos
associados ao acumulo de biomassa e € um dos fatores responsaveis pela producao
vegetal (VILELA; RAVETTA, 2000; VALIO, 2001).

Conforme Nobel (1991) as plantas adaptam-se a intensidade luminosa e

qualidade da luz regulando sua morfologia, estrutura, composicdo e estado
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fisiologico, gerando modificagcBes em suas vias metabolicas primarias e secundarias,
causando diferentes respostas na tentativa de permitir, por meio de regulacdes, o
alcance de seu estado funcional maximo.

O procedimento de aclimatacdo dos vegetais consiste na sua adaptacdo as
novas condi¢cdes ambientais. Plantas que experimentam mudangas nas condi¢des
de luminosidade s&o capazes de, em maior ou menor grau, aclimatar-se ao novo
ambiente, podendo ocorrer alteracdes nas caracteristicas das folhas relacionadas a
fotossintese, mudancas no padrdo de alocacdo de biomassa e modificacbes no
contetdo de pigmentos fotossintéticos (LEE et al., 2000; STANCATO et al., 2002).

A exposicdo das plantas a diferentes niveis de luz pode intensificar a
producdo de espécies reativas de oxigénio, o qual ocorre em locais diversos na
célula e é responsavel pela inducdo do estresse oxidativo. Nessa situacdo, 0s
vegetais ativam um eficiente mecanismo de defesa antioxidante, na qual é capaz de
remover ou neutralizar essas espécies reativas (FOYER et al., 1994).

Dentro deste contexto, a espécie Achillea millefolium L. é considerada um
modelo de planta medicinal que deve ser explorado, pois ainda sao incipientes as
informacdes a respeito das condi¢des Gtimas de cultivo que proporcionem o maximo
de producdo de biomassa e principios ativos, bem como a influéncia de fatores
abidticos que promovam a sintese seletiva dessas moléculas.

Os estudos de variacbes do ambiente como a intensidade luminosa,
qualidade de luz e fontes de nutricdo podem ser uma estratégia para compreender o
metabolismo priméario e secundario desta planta. Além disso, o conhecimento da
atividade biol6gica dessa espécie poderd levar a quantificacdo, identificacdo e
isolamento de novas substancias bioativas para serem empregadas na medicina
popular e farmacéutica.

A planta do género Achillea da familia Asteraceae estd representada por
aproximadamente 85 espécies, sendo a maioria encontrada na Europa, Asia e Norte
da América e cerca de 40 dessas espécies distribuidas largamente na Turquia
(CANDAN et al., 2003).

A espécie de estudo € conhecida popularmente como mil-folhas, mil-ramas e
mil-folhada é uma planta herbacea perene, rizomatosa, ereta, aromatica, de 30-50
cm de altura e nativa da Europa, Norte da América, Sul da Australia e Asia. As
folhas sdo compostas, finamente pinadas, de 5-8 cm de comprimento e as flores sao

brancas. A multiplicacdo desta planta se da por estacas de rizoma e por divisdo da
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touceira e € uma espécie representativa da riqueza do metabolismo secundério. O
nome latino do género deriva do herdi grego Aquiles que a utilizou em uma de suas
batalhas para curar seu rei e, o epiteto especifico millefolium que significa mil-folhas
€ alusivo ao grande numero de foliolos que possui (LORENZI; MATOS, 2002;
LOPES et al., 2005).

Esta planta medicinal é utilizada no Brasil ha medicina tradicional, por suas
atividades  antibacterianas,  antitumorais, antifangicas, anti-inflamatorias,
antioxidantes, anti-hipertensivas, anti-histaminicas, contra dores reumaticas, febres,
infeccOes respiratorias, Ulceras e cicatrizantes (JORGE et al., 1999; HOLETZ et al.,
2002; SHAPIRA et al., 2005; SALVAGNINI et al., 2006).

Este vegetal tem sido alvo de diversas avaliacdes quanto as propriedades
bioldgicas de seu 6leo essencial. Alguns dos constituintes ja identificados nesse 6leo
séo cineol, borneol, a e B-pineno, canfora, azuleno, nerolidol, cariofileno, eucaliptol e
terpineol (LORENZI; MATOS, 2002; TEIXEIRA et al., 2003; SALVAGNINI et al.,
2006).

Tem-se observado desde 1997 um crescente interesse pela medicina
alternativa e fitoterapia, especialmente no uso de principios ativos extraidos das
plantas medicinais com propriedades antimicrobianas (PARK et al., 1997). No Brasil,
0 Ministério da Saude ja disponibilizou a utilizacdo de alguns medicamentos
fitoterapicos pelo SUS (Sistema Unico de Saude) e A. millefolium L. é uma das
espécies de interesse por gerar produtos bioativos (BRASIL, 2009).

Com base nesses fatores, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana, antioxidante, crescimento, sintese de pigmentos fotossintéticos e
metabolitos secundarios em A. millefolium L. (mil-folhas) sob influéncia de fatores
abidticos (intensidade luminosa, qualidade de luz, periodos de coleta e fertilizacédo

nitrogenada).
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Atividade antimicrobiana in vitro e rendimento do 6leo essencial de Achillea

millefolium L.

RESUMO: A importancia da espécie medicinal A. millefolium L. (mil-folhas) é devido
as suas atividades antibacterianas, antifungicas, anti-inflamatorias, antitumorais e
antioxidantes. Objetivou-se neste trabalho avaliar a atividade antimicrobiana in vitro
e o rendimento do 6leo essencial de A. millefolium L. cultivada sob diferentes niveis
de sombreamento e concentracdes de nitrogénio. As plantas foram cultivadas sob
trés concentracdes de nitrogénio (0, 75 e 150 kg ureia ha) e submetidas a dois
niveis de sombreamento 0% (luz plena) e 70% (sombreamento 70%). Adotou-se o
delineamento experimental de blocos casualizados com quatro repeticbes em um
fatorial 3x2 (concentracdes de nitrogénio x niveis de sombreamento). Pode-se
verificar com os resultados que ocorreu um alto controle de qualidade do material
vegetal, garantindo a seguranca de extracdo do 6leo essencial. O rendimento do
6leo extraido de flores foi estimulado pela concentracdo nitrogenada intermediéria e
o extraido de tecidos foliares foi favorecido sob luz plena, sendo maior nas
estruturas reprodutivas. A atividade antimicrobiana do 6leo foi confirmada frente aos
microrganismos, sendo as cepas fungicas inibidas pela menor concentracdo. Os
resultados obtidos demonstram que a utilizacdo do 6leo essencial de A. millefolium
L., devido as propriedades antimicrobianas, pode apresentar grande potencialidade
de exploracéo pela industria farmacéutica.

Palavras-chave: mil-folhas, 6leo essencial, concentracdes de nitrogénio, niveis de

sombreamento.
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ABSTRACT: Antimicrobial activity in vitro and essential oil yield of Achillea
millefolium L.. The importance of medicinal species A. millefolium L. (yarrow) is due
to its antibacterial, antifungal, anti-inflammatory, antitumoral and antioxidant
activities. The objective of this study was to evaluate in vitro antimicrobial activity and
essential oil yield of A. millefolium L. grown under different levels of shading and
nitrogen levels. Plants were cultivated under three nitrogen levels (0, 75 and 150 kg
urea ha™) and subjected to two levels of shading 0% (full light) and 70% (70%
shading). The experimental design was delineated in randomized blocks with four
replicates in a factorial 3x2 (nitrogen levels x levels of shading). Results
demonstrated a high quality control of plant material, ensuring the security of
essential oil extraction. Oil yield extracted from flowers was stimulated by medium
nitrogen level and full light increased the oil yield extracted from leaves. The highest
essential oil yield was observed in reproductive structures. Antimicrobial activity of oil
was confirmed against microorganisms species. Yeast strains were inhibited by the
lowest concentration. Results showed that essential oil from A. millefolium L. can be
potentially used by pharmaceutical industry due to its antimicrobial properties.

Key words: yarrow, essential oil, nitrogen levels, levels of shading.

INTRODUCAO

De acordo com Kinghorn (2001) a utilizacdo de plantas medicinais tornou-se
um recurso terapéutico alternativo de grande aceitacdo pela populacdo e vem
crescendo junto a comunidade médica, desde que sejam utilizadas plantas cujas
atividades biolégicas tenham sido investigadas cientificamente, comprovando sua

eficacia e seguranca.
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A extracdo do 6leo essencial de plantas medicinais deve ser realizada em
estruturas vegetais com um alto controle de qualidade na pds-colheita e 0 processo
de secagem é crucial para preservar adequadamente 0s principios ativos,
objetivando levar o material vegetal a baixos teores de umidade, permitindo a
conservacao e manutencao de sua integridade fisica e quimica. No caso de plantas
produtoras de 6leo, a secagem deve ser criteriosa em razdo da volatilidade dos
Oleos essenciais (Simodes et al., 2004).

A obtencéo de produtividade diferenciada no teor de 6leo essencial pode ser
corroborada por meio do estudo da interferéncia de fatores abiodticos, como a
disponibilidade de nutrientes e intensidade luminosa. Entre 0s nutrientes, o
nitrogénio merece destaque pela grande influéncia no crescimento e
desenvolvimento das plantas (Simdes et al., 2004; Wamser & Mundstock, 2007).

A adubacdo nitrogenada € utilizada quando o solo apresenta baixa
capacidade em fornecer a quantidade de nitrogénio exigida pela cultura. No entanto,
somente uma parte do nitrogénio suplementado através da adubacdo é utilizada
pela planta. A eficiéncia da adubacéo depende de caracteristicas do vegetal, como
taxa de absorcéo e eficiéncia de utilizagdo do nutriente (Wamser & Mundstock,
2007). Essa eficiéncia quanto a resposta das plantas ao nitrogénio é influenciada
também pelos fatores abibticos, como a luminosidade.

A luz é primordial para o crescimento dos vegetais, ndo s6 por fornecer
energia para a fotossintese, mas também por gerar sinais que regulam seu
desenvolvimento. Dessa forma, modifica¢cdes nos niveis de luminosidade, aos quais
uma espécie esta adaptada, podem condicionar diferentes respostas fisiolégicas em
suas caracteristicas bioquimicas, anatdmicas e de crescimento (Atroch et al., 2001;

Lima et al., 2011) e, entre essas, destaca-se a assimilacdo do nitrogénio. O
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suprimento adequado de nitrogénio estimula o crescimento foliar, por aumentar a
divisdo celular, e a fotossintese, devido a maior quantidade de componentes das
reacoes fotoquimicas e daqueles responsaveis pela assimilacdo de CO, (Lawlor,
2002).

Estudos com espécies medicinais tém evidenciado uma plasticidade
fisiolégica em funcdo dos fatores abidticos (Letchano & Gosselin, 1996). Fatores
como fotoperiodo, temperatura e intensidade luminosa podem determinar nas
espécies a época ideal de colheita e o local de cultivo em que podera se obter
maiores quantidades de principios ativos no 0leo essencial e com isso influenciar
nas suas propriedades farmacoldgicas.

A espécie medicinal Achillea millefolium L. (mil-folhas), da familia Asteraceae,
€ uma planta herbacea, perene, rizomatosa, de 30-50 cm de altura, possui folhas
compostas e flores reunidas em capitulos densamente corimbosos (Candan et al.,
2003; Lorenzi & Matos, 2008). E de clima temperado quente a subtropical, tolerando
condicdes climéaticas extremas como o sol, geada, seca, frio e ndo se adapta a
regibes com excesso de precipitacdes. A multiplicacdo se da por estacas de rizoma
e por divisdo da touceira, garantindo um desenvolvimento homogéneo (Lorenzi &
Matos, 2008).

Esta espécie é nativa da Europa, América do Norte, Sul da Austrélia e Asia e
suas propriedades medicinais sdo atribuidas as atividades antibacteriana,
antioxidante, anti-inflamatdria, antifingica, antitumoral, dentre outras, avaliadas a
partir do 6leo essencial e do extrato metandlico obtidos de flores, folhas e raizes
(Candan et al., 2003; Lopes et al., 2003; Rosa et al., 2008).

As investigacbes sobre as acdes desta planta tiveram inicio sobre as

atividades biologicas e farmacoldgicas atribuidas ao 6leo essencial. Pesquisas
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demonstraram que o 6leo apresenta agéo fungistética principalmente contra Candida
albicans e acao antibacteriana contra Staphylococcus aureus (Kedzia et al., 1990).
Candan et al. (2003) demonstraram a atividade antimicrobiana contra Streptococcus
pneumoniae, Clostridium perfringens, Candida albicans, Mycobacterium smegmatis,
Acinetobacter lwoffii e Candida krusei, além da atividade antioxidante.

O dleo essencial desta espécie é composto pelos monoterpenos (30-80%),
sesquiterpenos (8-62%) e em menor quantidade por outras substancias (1-3%),
como alcoois, ésteres, aldeidos e carotenoides (Hofmann et al., 1992). Os principais
constituintes do 6leo essencial sdo sabineno, B-pineno, canfora, borneol, 1,8-cineol,
a-terpineol, 6xido de bisabolol, camazuleno, farnesol, cariofileno, linalool e eugenol
(Hofmann et al., 1992; Candan et al., 2003).

Tem-se observado desde 1997 um crescente interesse pela medicina
alternativa e fitoterapia, especialmente no uso de principios ativos extraidos das
plantas medicinais com propriedades antimicrobianas (Park et al., 1997). No Brasil, 0
Ministério da Saude ja disponibilizou a utilizacdo de alguns medicamentos
fitoterapicos pelo SUS (Sistema Unico de Salde) e A. millefolium L. é uma das
espécies de interesse por gerar produtos bioativos (Brasil, 2009).

Ainda sdo escassas as informacdes sobre a influéncia da disponibilidade de
luz e de nitrogénio sobre a producdo de plantas medicinais. A compreensédo das
respostas dos vegetais a esses fatores abibticos pode contribuir para a adequacao
de condi¢cBes de cultivo que proporcionem uma elevada sintese de principios ativos
com atividade bioldgica.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in
vitro e o rendimento do 6leo essencial extraido de folhas e flores de A. millefolium L.

cultivada sob diferentes niveis de sombreamento e concentragdes de nitrogénio.
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MATERIAL E METODO

A espécie foi identificada taxonomicamente e as exsicatas foram catalogadas
no herbario PEL, do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pelotas
sob o numero 24.600.

O cultivo de A. millefolium L. e a conducao dos experimentos foram realizados
nas areas experimentais do Campus Pelotas - Visconde da Graca (CAVG) do
Instituto Federal Sul-rio-grandense, Pelotas, RS.

As mudas, obtidas por divisdo de touceiras, foram cultivadas em estufa e,
entdo, transferidas para a area experimental. A propagacao foi realizada a partir de
uma planta matriz, o que possibilita identificar melhor os efeitos das alteracdes do
ambiente promovidas pelos tratamentos. As mudas obtidas, quando atingiram quatro
meses de idade, foram transferidas para o campo experimental e irrigadas através
de um sistema de gotejamento.

O solo onde o experimento foi instalado é classificado como planossolo, que
se caracteriza por apresentar um horizonte B textural e condicdes de
encharcamento, pela dificuldade de drenagem natural (Sociedade Brasileira de
Ciéncia do Solo, 2004). Os teores de fosforo e potassio do solo foram corrigidos com
superfosfato triplo e cloreto de potassio nas proporcéos de 35 kg ha™ e 15 kg ha,
respectivamente, tendo como base as necessidades nutricionais da espécie
medicinal Calendula officinalis L., a qual pertence a mesma familia de mil-folhas.
Esse procedimento foi adotado devido a inexisténcia de recomendacéo de adubacéo
para A. millefolium L.

As plantas foram cultivadas sob trés concentracdes de nitrogénio (0, 75 e 150

kg ureia ha®) durante cinco meses. Ao atingirem o estadio de desenvolvimento
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reprodutivo, caracterizado pela floracdo plena, foram submetidas a dois niveis de
sombreamento: 0% (luz plena) e 70% (sombreamento 70%), utilizando malha preta
da marca ChromatiNet, tendo permanecido sombreadas por oito semanas, quando
entdo foi realizada a coleta.

Os experimentos foram conduzidos sob um delineamento experimental em
blocos inteiramente casualizados, em um fatorial 3x2 (concentracdes de nitrogénio e
niveis de sombreamento), com quatro repeticdes e a unidade experimental consistiu
de dez plantas espacadas em 40 cm.

As folhas e flores das plantas separadamente foram submetidas a preé-
secagem em local ventilado, a temperatura ambiente, com auséncia de luz direta,
por 10 dias e apo6s foram secas em estufa de circulacdo forcada de ar modelo
MAO35 (Marconi) a 30°C por 24 horas. Os materiais desidratados foram
armazenados em pequenos lotes em sacos de papel pardo e acondicionados em
uma sala desumidificada com temperatura de 20°C. As folhas e flores secas foram
submetidas a moagem em moinho de rotor modelo Pulverisette 14 (Fritsch,
Alemanha) com granulometria de 0,5 mm a velocidade de 8000 rpm.

Os testes de pureza incluiram as determinacbes do teor de umidade
(parametro utilizado como indicativo das condigcbes de armazenamento da matéria-
prima) e teor de cinzas totais (determinacdo da quantidade de impurezas
inorganicas ndo volateis como materiais estranhos, areia e terra).

O teor de umidade foi determinado de acordo com o método descrito na
Farmacopeia Brasileira (2000). As amostras de 3 g de folhas e flores secas e
moidas separadamente tiveram suas massas aferidas em balanga analitica,
utilizando capsulas com tampa de aluminio, previamente dessecadas em estufa a

100°C por 15 minutos e em dessecador por 45 minutos. ApO0s a afericdo das
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massas, as amostras foram colocadas em estufa a temperatura de 105°C por 5
horas. Depois de arrefecidas a temperatura ambiente em dessecador, foram
submetidas a uma nova pesagem até a obtencdo do peso constante. A porcentagem
do teor de umidade foi obtida pela equacdo: P(%)=(P1-P,)/P.x100 em que P;
representa o peso da capsula com tampa contendo a amostra antes da dessecacao,
P, 0 peso da capsula com tampa contendo a amostra apds a dessecacédo e P, 0
peso da amostra.

A determinacédo do teor de cinzas totais foi obtida seguindo a técnica descrita
na Farmacopeia Brasileira (2000). Para isso, foi pesado 1 g de folhas e flores secas
e moidas separadamente em cadinhos de porcelana previamente lavados,
calcinados, arrefecidos e pesados. Apods a distribuicdo das amostras nos cadinhos
foram incineradas a temperatura de 600°C em mufla modelo Q318M (Quimis) por 4
horas. Depois de arrefecidas a temperatura ambiente em dessecador por 30
minutos, foram submetidas a uma nova pesagem em balanca analitica. A
porcentagem do teor de cinzas totais foi obtida pela equacao: P(%)=(P1-P,)/P,x100
em que P; representa o peso do cadinho contendo as cinzas, P, 0 peso do cadinho
e P, 0 peso da amostra.

A extracdo do 0leo essencial foi realizada em amostras de 70 g de folhas e
flores secas e moidas separadamente, através da técnica de arraste a vapor em
aparelho de Clevenger, de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2000). O material
vegetal foi inserido em baldo volumétrico, ao qual foi acrescentado 1500 mL de agua
ultra pura (Milli-Q). O tempo de refluxo foi de 4 horas, contados a partir do inicio da
fervura. Apos o periodo de extracdo, o hidrolato, obtido da hidrodestilacéo, foi
submetido a particdo liquido-liquido em funil de separacao, utilizando trés porcoes

de 5 mL de diclorometano. As fracdes organicas foram reunidas e desidratadas com
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3 g de sulfato de sodio anidro por 15 minutos em agitacdo. O sal foi removido por
filtracdo com |a de vidro e o solvente evaporado a temperatura ambiente em capela
de exaustdo de gases por 48 horas, obtendo-se o0 6leo desidratado. O rendimento
em porcentual do 6leo essencial foi calculado com base na massa seca livre de
umidade (Santos et al., 2004).

O oleo essencial extraido de folhas e flores foi testado frente as cepas
microbianas de cole¢éo (American Type Culture Collection - ATCC) Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC
8739, Enterococcus faecalis ATCC 19433 e Candida albicans ATCC 18804, além de
cepas isoladas Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Shigella flexneri, Klebsiella
sp., Salmonella sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Candida albicans.

Para confirmar a pureza dos in6culos foi realizada coloracdo de Gram em
todas as cepas. A concentragdo inibitéria minima (CIM) determinou a menor
concentragdo capaz de inibir o crescimento celular sendo visualizada através da
técnica de microdiluicdo, utilizando placas de 96 cavidades e meio de cultura caldo
BHI acrescido de 1% de Tween 80 (agente emulsificante) (Nascimento et al., 2007).

As diluigbes do 6leo essencial foram realizadas em meio de cultura, obtendo-
se as concentracdes 100; 50; 25 e 12,5 mg mL™, na qual foram adicionadas em
cada cavidade 90 uL de amostra. A concentracdo final de cada in6culo foi de
1,5x10° UFC mL™, padronizada pela escala 0,5 de MacFarland (1,5x108 UFC mL™),
sendo inoculado 10 uL de inéculo em cada cavidade.

Em relagdo aos controles, o meio de cultivo sem inoculo foi usado como
controle negativo, 0 meio e indculo como controle positivo de viabilidade celular e o

meio com cada diluicdo do 6leo essencial sem inoculo para descartar a possibilidade
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de contaminacdo. Foram realizadas trés repeticoes para cada amostra e as placas
foram incubadas por 24h a 37°C.

As leituras foram obtidas com a adicdo de 20 uL do Cloreto de 2,3,5 Trifenil
Tetrazdlio a 0,5% em cada cavidade das placas, para ap0s serem incubadas a 37°C
por 30 minutos. Esse sal reage com o FADH; (flavina adenina dinucleotideo forma
reduzida) disponivel no meio formando cristais de formazan, na qual a mudanca na
coloracédo para vermelho indica atividade celular (Deswal & Chand, 1997).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro. A analise

estatistica foi realizada com o programa estatistico SAS (Sas System, 2002).

RESULTADO E DISCUSSAO

Em relagdo ao teor de umidade em tecidos foliares e reprodutivos de A.
millefolium L. pode-se observar que todas as amostras analisadas se mostraram
satisfatérias quanto ao teor de umidade, na qual as amostras de folhas
apresentaram uma média de 9,49% e de flores 7,99%, sendo valores inferiores a
12%, considerado limite para o teor de umidade ideal em plantas da familia
Asteraceae, conforme a Farmacopeia Brasileira (2000). Esses valores indicam que o
processo de secagem dessas estruturas vegetais foi eficiente para a conservacédo do
material vegetal e preservacdo dos compostos bioativos.

Os teores de cinzas totais em tecidos foliares e reprodutivos de A. millefolium
L. se mostraram adequados ao preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2000),
pois as amostras de folhas apresentaram uma média de 12,90% e de flores 8,24%,

sendo estes menores que 15%, considerado valor maximo em plantas da familia



30

Asteraceae, indicando que a quantidade de impurezas inorganicas néo volateis
analisadas estavam dentro das especificacdes exigidas.

Analisando os testes de pureza, verificados pelos teores de umidade e cinzas
totais, as amostras de folhas e flores de A. millefolium L. apresentaram um controle
de qualidade adequado, garantido assim a qualidade de extracdo do 6leo essencial.

Foi constatado por analise visual que o 6leo essencial extraido de folhas e
flores de A. millefolium L. é um liquido com alta viscosidade e com intensa coloragdo
azul devido a presenca de azuleno, camazuleno e proazuleno (Janior et al., 1994).

As concentracdes nitrogenadas e o0s niveis de sobreamento afetaram de
forma significativa, respectivamente, o rendimento do 6leo essencial extraido de
flores e folhas de A. millefolium L., ndo ocorrendo interacao entre os fatores (Anexo -
Tabela A). O rendimento do 6leo essencial extraido de folhas ndo foi influenciado
significativamente pelas concentracdes de nitrogénio, enquanto que o extraido de
flores foi incrementado pela concentracdo de 75 Kg ureia ha™ (Tabela 1).

TABELA 1. Rendimento do 6leo essencial (%) extraido de flores de Achillea

millefolium L. cultivada sob diferentes concentragdes de nitrogénio (0, 75 e 150 kg
ureia ha™)

Concentracdes de nitrogénio (kg ureia ha™) Rendimento do 6leo essencial (%)
0 0,5014 b
75 0,6333 a
150 0,5292 b*

(*) Médias néo seguidas da mesma letra na coluna diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Similarmente, Hornok (1983) avaliando a influéncia da nutricdo mineral no
rendimento e composicédo do 6leo essencial de Ocimum basilicum L. (manjericéo),
Coriandrum sativum L. (coentro) e Mentha piperita L. (menta) relatou que a
aplicacdo de 100 kg ha™ de fertilizante nitrogenado aumentou o contetdo total de

Oleo essencial. Da mesma forma, Singh (1999) avaliou diferentes concentracdes de
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nitrogénio (0, 25, 50 e 75 Kg ha™) na producdo do 6leo essencial de Pogostemon
patchouli P. (pachuli), observando maior produc¢éo do éleo com a aplicacéo de 50 Kg
ha* de nitrogénio.

Padrdo de resposta semelhante foi encontrado por Maia (1998) estudando o
desenvolvimento de Mentha arvensis L. (menta), na qual evidenciou que houve
diferenca no rendimento do Oleo essencial, quando as plantas foram cultivadas com
altas concentracdes de nitrogénio.

Dessa forma, o nitrogénio tem acfes variaveis, afetando de diferentes
maneiras os teores de 6leos essenciais nas plantas medicinais, havendo respostas
distintas conforme a espécie vegetal, condicbes ambientais e tratos culturais (Paulus
et al., 2004).

O rendimento do Oleo essencial de A. millefolium L. foi influenciado
significativamente pelos niveis de sombreamento, independentemente das
diferentes concentragcfes nitrogenadas (Anexo - Tabela A). O 6leo essencial extraido
de tecidos foliares foi estimulado de maneira significativa pela luz plena (Tabela 2),
enquanto que o extraido de flores ndo mostrou diferenca entre os diferentes niveis
de sombreamento.

TABELA 2. Rendimento do 6leo essencial (%) extraido de folhas de Achillea

millefolium L. submetida a dois niveis de sombreamento (sem sombreamento - SS e
com sombreamento 70% - CS)

Niveis de sombreamento Rendimento do 6leo essencial (%)
SS 0,2353 a
CS 0,1887 b*

(*) Médias néo seguidas da mesma letra na coluna diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Em relagdo a intensidade de luz sobre o rendimento de o6leo essencial,
resultados semelhantes foram encontrados com erva-cidreira (Lippia alba M.), em

gue plantas submetidas a um nivel maior de irradiancia tiveram elevacao no teor de
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O0leo essencial (Ventrela & Ming, 2000). A alta intensidade luminosa também
aumentou o rendimento de 6leo essencial extraido da parte aérea de carqueja
(Baccharis trimera L.) (Silva et al.,, 2006) e de tecidos foliares das plantas de
alfazema-do-Brasil (Aloysia gratissima G.) (Pinto et al., 2007).

Pode-se observar, em relacdo aos valores das meédias isoladas, que o
rendimento do 6leo essencial extraido de flores foi mais elevado do que o extraido
de folhas, indicando serem as flores o sitio principal de producdo e armazenamento
de principios ativos em A. millefolium L., na qual Sim&es et al. (2004) verificaram que
0s 6leos volateis podem estar armazenados em diversos 6rgaos da planta como
flores (laranjeira e bergamoteira), folhas (capim-limdo, eucalipto e louro), caules
(canela), rizomas (gengibre), frutos (anis, funcho e erva-doce) e sementes (noz-
moscada), o que influencia o rendimento do Oleo extraido de diferentes partes do
vegetal.

Resultados obtidos com A. millefolium L., em trabalho conduzido por Junior et
al. (1994), demonstraram que o rendimento do 6leo essencial variou de acordo com
a parte do vegetal da qual se fez a extracdo, mostrando que os caules produziram
0,18 mL g* de 6leo por massa seca, as folhas 0,41 mL g™ e as flores 1,67 mL g*,
confirmando com os resultados obtidos nesse trabalho.

A Tabela 3 apresenta o comportamento das cepas bacterianas e fangicas
testadas através da concentracao inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial extraido
de folhas de A. millefolium L.

As diferentes concentracdes de nitrogénio e os niveis de sombreamento nao
afetaram a atividade inibitoria do 6leo extraido de tecidos foliares frente as cepas de
microrganismos testadas, pois a atividade biolégica desse 6leo foi muito semelhante

entre os tratamentos.
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Tabela 3. Concentracéo inibitéria minima (mg mL™) do éleo essencial extraido de
folhas de Achillea millefolium L. cultivada sob concentracbes de nitrogénio (0, 75 e
150 kg ureia ha™) e submetida a niveis de sombreamento (sem sombreamento - SS
e com sombreamento 70% - CS) para diferentes microrganismos

Concentrago inibitéria minima (mg mL™)

Microrganismos 0 Kg ureiaha™ 75 Kg ureia ha™ 150 Kg ureia ha™
SS Cs SS Cs SS CSs
Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 12,5 12,5 12,5 25 12,5 12,5
Enterococcus faecalis ATCC 19433 >100 >100 >100 >100 >100 >100
Bacillus cereus 12,5 12,5 12,5 25 12,5 12,5
Staphylococcus aureus 12,5 12,5 12,5 25 12,5 12,5
Staphylococcus epidermidis 12,5 25 12,5 25 12,5 12,5
Bactérias Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 >100 >100 >100 >100 >100 >100
Escherichia coli ATCC 8739 100 100 50 100 100 100
Salmonella sp. 100 100 100 100 100 50
Enterobacter aerogenes >100 >100 >100 >100 >100 >100
Shigella flexneri >100 >100 >100 >100 >100 >100
Klebsiella sp. >100 >100 >100 >100 >100 >100
Escherichia coli 100 100 50 100 100 100
Fungos
Candida albicans ATCC 18804 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Candida albicans 12,5 12,5 12,5 12,5 125 125

A concentracao inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial de 12,5 mg mL™ foi
considerada com atividade de inibicdo forte, a de 25 mg mL™ moderada, a de 50 mg
mL™ fraca e a de 100 mg mL™ muita fraca, sendo concentracdes significativas. Os
valores de CIM acima de 100 mg mL™ foram considerados ndo significativos, ou
seja, ndo apresentaram atividade de inibicdo, com base nos critérios de avaliacéo
propostos por Aligiannis et al. (2001); Sartoratto et al. (2004).

O 6leo essencial, frente as cepas bacterianas E. faecalis ATCC 19433, P.
aeruginosa ATCC 9027, E. aerogenes, S. flexneri e Klebsiella sp., ndo mostrou
atividade inibitoria nas concentracdes testadas frente a esses microrganismos.

Os valores de CIM do oOleo essencial frente as cepas bacterianas E. coli
ATCC 8739, Salmonella sp. e E. coli variaram de 50 a 100 mg mL™, evidenciando

que a atividade de inibicdo desse 0Oleo foi de fraca a muito fraca.
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As cepas bacterianas S. aureus ATCC 25923, B. cereus, S. aureus e S.
epidermidis mostraram-se sensiveis as concentracdes testadas do Oleo essencial,
pois se verificou que os valores de CIM variaram de 12,5 a 25 mg mL™, mostrando
uma atividade inibitéria classificada como forte a moderada.

As cepas fungicas de C. albicans ATCC 18804 e C. albicans foram inibidas
pela menor concentracdo do 6leo essencial testada (12,5 mg mL™), desenvolvendo-
se apenas no controle de viabilidade celular, evidenciando uma atividade forte.

O comportamento das cepas bacterianas e fungicas testadas através da
concentracdo inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial extraido de flores de A.
millefolium L. esté representado na Tabela 4.

Tabela 4. Concentracéo inibitéria minima (mg mL™) do éleo essencial extraido de
flores de Achillea millefolium L. cultivada sob concentracbes de nitrogénio (0, 75 e

150 kg ureia ha™) e submetida a niveis de sombreamento (sem sombreamento - SS
e com sombreamento 70% - CS) para diferentes microrganismos

Concentragéo inibitéria minima (mg mL™)

Microrganismos 0 Kg ureiaha™ 75 Kg ureia ha™ 150 Kg ureia ha™
SS Cs SS Cs SS Cs
Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 25 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Enterococcus faecalis ATCC 19433 12,5 25 12,5 12,5 125 12,5
Bacillus cereus 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Staphylococcus aureus 25 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Staphylococcus epidermidis 12,5 12,5 25 12,5 25 25
Bactérias Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 >100 >100 >100 >100 >100 >100
Escherichia coli ATCC 8739 50 100 50 50 50 50
Salmonella sp. 100 50 50 50 100 50
Enterobacter aerogenes 100 50 100 50 100 100
Shigella flexneri >100 >100 >100 >100 >100 >100
Klebsiella sp. >100 >100 >100 >100 >100 >100
Escherichia coli 50 100 50 50 50 50
Fungos
Candida albicans ATCC 18804 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Candida albicans 12,5 12,5 12,5 12,5 125 12,5

Os tratamentos, concentracdes de nitrogénio e niveis de sombreamento, nao

influenciaram a atividade inibitoria do Oleo extraido de flores frente as cepas
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testadas, porque os dados revelam que a atividade bioldgica desse 6leo foi muito
similar entre esses tratamentos.

As concentracfes inibitrias minimas do Oleo essencial frente as cepas
bacterianas E. coli ATCC 8739, Salmonella sp., E. aerogenes e E. coli variaram de
50 a 100 mg mL™*, mostrando uma atividade de inibicdo fraca a muito fraca e, frente
a cepas bacterianas P. aeruginosa ATCC 9027, S. flexneri e Klebsiella sp., o 6leo
nao mostrou atividade inibitéria nas concentracdes testadas.

No entanto, as cepas bacterianas S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC
19433, S. aureus e S. epidermidis mostraram-se sensiveis as concentracfes
testadas, porque os valores de CIM variaram de 12,5 a 25 mg mL™, mostrando uma
atividade inibitoria classificada como forte a moderada.

A espécie B. cereus e as cepas fungicas de C. albicans ATCC 18804 e C.
albicans foram inibidas pela menor concentragdo testada 12,5 mg mL™,
comprovando uma atividade de inibigéo forte.

Pode-se verificar que as cepas E. faecalis ATCC 19433 e E. aerogenes nao
foram inibidas pelo 6leo extraido de folhas, mas, pelo 6leo extraido de flores, a
inibicdo foi comprovada, indicando que alguns compostos ativos presentes somente
nas flores possam ter acédo especifica frente a essas espécies de microrganismos.

As diferencas na atividade antimicrobiana do 6leo essencial extraido de folhas
e flores de A. millefolium L. podem ser justificadas devido a variabilidade na
composicdo quimica, sendo composta por monoterpenos, sesquiterpenos e
compostos fendlicos (Hofmann et al., 1992) como sabineno, B-pineno, canfora,
borneol, 1,8-cineol, a-terpineol, 6xido de bisabolol, camazuleno, farnesol, cariofileno,

linalool e eugenol (Candan et al., 2003; Hofmann et al., 1992).
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Os resultados demonstram que o efeito inibidor do 6leo essencial de A.
millefolium L. sobre o crescimento bacteriano foi altamente eficiente para bactérias
Gram-positivas, em relacédo as bactérias Gram-negativas, especialmente para o 6leo
obtido de flores. O composto quimico B-pineno encontrado no oleo essencial
extraido das flores de A. millefolium L. (Gudaityte & Venskutonis, 2007) é um efetivo
inibidor do crescimento de cepas bacterianas Gram-positivas (Leite et al., 2007), o
gue pode explicar os resultados obtidos.

As espécies bacterianas Gram-negativas sao as mais resistentes a acao dos
Oleos essenciais, em relacdo as Gram-positivas, devido a composicdo de sua
bicamada lipidica formada de peptideoglicano (Souza et al., 2006). Essa barreira
seria a responsavel por restringir a difusdo de compostos hidrofébicos, evitando a
acao direta do 6leo e de seus componentes bioativos (Oussalah et al., 2007).

Conforme relatam Koyama et al. (1997), muitas substancias dos O0leos
essenciais, as quais sao diferentes qualitativamente e quantitativamente em cada
0leo, possuem uma habilidade especifica para romper ou penetrar na estrutura
bacteriana. Para se conhecer o modo de atuacao dos 6leos seria necessario avaliar
separadamente cada principio ativo do Oleo essencial e a combinacdo para
averiguar se eles tém acdo bactericida ou bacteriostatica, sozinhos ou

sincronizados.

CONCLUSAO

O rendimento do 6leo essencial extraido de flores € estimulado pela aplicacao

de nitrogénio, sendo esta resposta dependente da concentracdo e a luz plena

favorece o rendimento do 6leo extraido de tecidos foliares.
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As flores apresentam um maior rendimento de O6leo essencial, quando
comparado com os tecidos foliares.

O oleo essencial de A. millefolium L. possui elevada atividade antimicrobiana
contra cepas bacterianas Gram-positivas e cepas fungicas, sendo inibidas pela
menor concentracdo, considerada eficiente para avaliacdo de efeitos inibitérios do
0leo sobre o crescimento de microrganismos.

Os resultados de atividade antimicrobiana obtidos demonstram que o 6leo
essencial extraido de folhas e flores de A. millefolium L., poder4 ser de grande
interesse pela industria farmacéutica para geracao de produtos bioativos, atuando

principalmente contra as bactérias Gram-positivas.
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EFEITO DA QUALIDADE DE LUZ SOBRE O CRESCIMENTO E SINTESE DE

PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS EM Achillea millefolium L.

RESUMO: A planta A. millefolium L., conhecida como mil-folhas, € uma espécie medicinal
herbacea, rizomatosa e perene. O efeito da qualidade de luz sobre o crescimento dessa planta
ainda € pouco conhecido. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta de A. millefolium L.,
cultivada sob diferentes condi¢bes de luminosidade e periodos de coleta, quanto as
caracteristicas de crescimento e producdo de pigmentos fotossintéticos. As plantas foram
cultivadas sob condi¢cdes de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha azul,
vermelha e preta) e submetidas a periodos de coleta (oito semanas de sombreamento, duas e
guatro semanas ap0s sombreamento). O aumento da massa seca das folhas e flores foi
favorecido nas plantas cultivadas sob luz plena. A reducdo da intensidade luminosa com
malha vermelha causou menor decréscimo da massa seca de folhas em relacdo as demais
malhas. Os teores de clorofila a e b foram maiores nas plantas cultivadas sob a malha azul, o
contetdo de clorofila total foi menor nas plantas sob luz plena e em plantas com duas
semanas ap0Os o0 sombreamento ocorreu um incremento de clorofila a, b e total. Sendo assim, a
qualidade luminosa e intensidade de luz interferem no crescimento de A. millefolium L. e as
modificacbes na biossintese de pigmentos fotossintetizantes geradas em funcdo dos
tratamentos, sugerem que essa espécie apresenta capacidade de se adaptar a uma ampla

variacdo de condigGes de luminosidade.

Palavras-chave: clorofila, massa seca, mil-folhas, luminosidade.



43

EFFECT LIGHT QUALITY ON GROWTH AND PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS

PRODUCTION IN Achillea millefolium L.

ABSTRACT: A. millefolium L., known as yarrow, is medicinal plant herbaceous,
rhizomatous and perennial. The effect of light quality on growth of yarrow still is little
known. The objective of this work was to evaluate the growth and photosynthetic pigments
production in A. millefolium L. grown under different light conditions and collection periods.
Plants were cultivated under light conditions (full light and blue, red and black shade net) and
collection periods (eight weeks of shading, two and four weeks after shading). Increases in
dry weight of leaves and flowers were stimulated under full light. Reduction of light intensity
by red net caused less decrease in leaves dry weight than other shading treatments.
Chlorophyll a and b levels were higher in plants cultivated under blue net and content of total
chlorophyll was lower in plants exposed to full light. Chlorophyll a, b and total accumulated
in leaves two weeks after plants return from shading treatment. Thus light quality and light
intensity interfere in growth of A. millefolium L. and changes in photosynthetic pigments
production generated by treatments, suggesting that species has ability to adapt to wide range

of light conditions.

Key words: chlorophyll, dry weight, yarrow, light.

1 INTRODUCAO

A espécie medicinal A. millefolium L. (mil-folhas), pertencente a familia Asteraceae, é

uma planta herbacea, perene, rizomatosa, de 30-50 cm de altura, apresenta folhas compostas e

flores dimorfas reunidas em capitulos densamente corimbosos (CANDAN et al., 2003;
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LORENZI; MATOS, 2008). E de clima temperado quente a subtropical, tolerando condi¢des
climaticas extremas como o sol, geada, seca, frio e ndo se adapta a regides com excesso de
precipitacbes. A multiplicacdo se da por estacas de rizomas e por divisdo da touceira, 0 que
garante um desenvolvimento homogéneo (LORENZI; MATQOS, 2008).

Esta planta é nativa da Europa, América do Norte, Sul da Australia e Asia e suas
propriedades medicinais sdo atribuidas as atividades antibacteriana, antioxidante, anti-
inflamatdria, antifungica, dentre outras, estudadas a partir de 6leo essencial e do extrato
metanolico obtidos de flores, folhas e raizes (CANDAN et al., 2003; LOPES et al., 2003;
ROSA et al., 2008).

A luz é um fator abidtico de fundamental importancia para as plantas, atuando na
regulacdo de seu crescimento e desenvolvimento. As respostas morfofisioldgicas dos vegetais
ndo dependem apenas da presenca, atenuacdo ou auséncia da luz, mas da variacdo em
qualidade luminosa (TAIZ; ZEIGER, 2013). A radiacdo solar ndo é para as plantas somente
uma fonte de energia (efeito fotoenergético), mas um estimulo que aciona o condicionamento
do desenvolvimento (efeito fotocibernético) e, as vezes, funciona como um fator estressante
(efeito fotodestrutivo) (LARCHER, 2004).

Segundo Larcher (2004), a radiacdo é percebida pelo sistema fitocromo, o qual ativa
genes especificos que conduzem o desenvolvimento e a diferenciacdo. O fitocromo é um
pigmento proteico que absorve luz mais fortemente nas regides do vermelho (650-680 nm),
vermelho-distante (710-740 nm) e azul (460-490 nm).

Estudos de crescimento de plantas tém sido realizados na busca pelo conhecimento da
ecofisiologia de diversas espécies submetidas a diferentes condi¢Ges de luminosidade, seja
pelo controle da radiacdo incidente, por meio do emprego de lampadas de distintos

comprimentos de ondas ou pelo uso de malhas redutoras da radiacdo (SHAHAK et al., 2004).
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Neste contexto, as malhas redutoras da radiacdo ou malhas coloridas representam um
novo conceito agrotecnologico, que objetiva combinar a protecdo fisica, juntamente com a
filtragem diferencial da radiacdo solar, promovendo respostas fisiologicas desejaveis,
reguladas pela luz (SHAHAK et al., 2004). Pode-se estabelecer distintas condi¢Ges de cultivo
para as plantas pela manipulacéo da intensidade e qualidade espectral através da utilizacéo de
malhas. De modo diferente das casas de vegetacdo, essas malhas exercem uma menor
interferéncia sobre o microclima da planta, pois sdo capazes de modificar tanto a quantidade
como a qualidade da radiacdo solar transmitida, melhorando o rendimento dos cultivos
(OREN-SHAMIR et al., 2001).

De acordo com Larcher (2004), a malha vermelha tem a finalidade de alterar o
espectro da luz, reduzindo as ondas azuis, verdes e amarelas e acrescentando as ondas na faixa
espectral do vermelho e vermelho-distante. A malha azul muda o espectro da luz, reduzindo
as ondas na faixa do vermelho e vermelho-distante e acrescentando as ondas azuis. Dessa
forma, a malha azul transmite maior energia que a malha vermelha. Ja a malha preta é
considerada neutra, ou seja, apenas reduz a irradiancia e ndo altera o espectro de luz.

Plantas que experimentam mudancas nas condic¢Oes de luz sdo capazes de em maior ou
menor grau aclimatar-se a nova condi¢do. Essa aclimatacdo ocorre no sentido de maximizar o
ganho total de carbono que pode ocorrer através de mudancas nas propriedades de assimilacdo
pelas folhas, por meio de ajustes fisiologicos e alteracbes nas caracteristicas foliares
relacionadas a fotossintese ou ainda a mudancas no padrdo de alocacdo de biomassa em favor
da parte vegetativa mais afetada pela mudanca de luz (LEE et al., 2000).

Conforme Grime e Mackey (2002) essa adaptacdo é o reflexo do desenvolvimento de
mudangas em caracteristicas funcionais e estruturais dos vegetais associada aos fatores

abioticos a que estdo expostos, resultando na plasticidade fenotipica. Assim, pode-se definir
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essa plasticidade como sendo a habilidade que um gendtipo tem de expressar diferentes
fenotipos em resposta a distintos ambientes.

Para inferir a contribuicdo de diferentes processos fisioldgicos nos vegetais, a analise
de crescimento ainda € o meio mais simples e preciso, sendo Gtil no estudo de variagdes entre
plantas sob diferentes condicdes de luminosidade (CONCEICAO et al., 2005).

As alteracfes na disponibilidade de radiacdo solar em um ambiente podem influenciar
também a quantidade de clorofila total, assim como a fracdo de clorofila a em relacdo a
clorofila b, sendo importante a determinacao dos teores de pigmentos fotossintéticos quando
se quer fazer inferéncia a acdo da luminosidade sobre os caracteres fisiologicos em plantas.
As respostas apresentadas pelas plantas a variacdo na disponibilidade de luz costumam
envolver, ainda, alteragfes nas caracteristicas das folhas relacionadas ao teor de clorofila
(STANCATO et al., 2002).

Ainda sdo incipientes as informacdes sobre a influéncia de diferentes condi¢des de
luminosidade sobre o crescimento e producdo de plantas medicinais brasileiras. A
compreensdo das respostas das plantas a esse fator pode contribuir para a adequacdo de
condigdes de cultivo que proporcionem elevada producgéo de fitomassa.

Com base nesses fatores, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta de A.
millefolium L., cultivada sob diferentes condi¢fes de luminosidade e periodos de coleta,

quanto as caracteristicas de crescimento e producdo de pigmentos fotossintéticos.

2 MATERIAL E METODOS

A espécie foi identificada taxonomicamente e as exsicatas foram catalogadas no

herbario PEL, do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pelotas sob o

namero 24.600.



47

O cultivo de A. millefolium L. e a conducdo dos experimentos foram realizados nas
areas experimentais do Campus Pelotas - Visconde da Gragca (CAVG) do Instituto Federal
Sul-rio-grandense, Pelotas, RS.

As mudas, obtidas por divisdo de touceiras, foram cultivadas em estufa e, entéo,
transferidas para a area experimental. A propagacao foi realizada a partir de uma planta
matriz, o que possibilita identificar melhor os efeitos das alteracbes do ambiente promovidas
pelos tratamentos. A base da area experimental foi preparada utilizando plastico preto para
cobertura de solo, com a finalidade de reduzir o nimero de plantas invasoras. As mudas
obtidas, quando atingiram quatro meses de idade, foram transferidas para o campo
experimental e irrigadas através de um sistema de gotejamento.

O solo onde o experimento foi instalado é classificado como planossolo, que se
caracteriza por apresentar um horizonte B textural e condi¢cdes de encharcamento, pela
dificuldade de drenagem natural (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CIENCIA DO SOLO,
2004). Os teores de fosforo e potassio do solo foram corrigidos com superfosfato triplo e
cloreto de potéssio na proporcdo de 35 kg ha™ e 15 kg ha™, respectivamente, tendo como base
as necessidades nutricionais da espécie medicinal Calendula officinalis L., a qual pertence a
mesma familia de mil-folhas. Esse procedimento foi adotado devido a inexisténcia de
recomendacéo de adubacéo para A. millefolium L.

As plantas foram cultivadas sob diferentes condicGes de luminosidade: luz plena e
sombreamento obtido com malha azul, vermelha e preta. As malhas da marca ChromatiNet
foram fornecidas pela empresa Polysack Plastic Industries®.

As plantas sombreadas e as submetidas a luz plena permaneceram nestas condic¢des
por oito semanas, quando foi realizada a primeira coleta (metade do niumero de plantas e
amostras de tecidos foliares) e as malhas de sombreamento foram removidas. Apds duas

semanas de readaptacdo ao ambiente natural, amostras de folhas foram coletadas,
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caracterizando a segunda coleta. A outra metade do numero de plantas e novas amostras de
folhas foram coletadas com quatro semanas de readaptacéo, finalizando a terceira coleta.

Os experimentos foram conduzidos sob um delineamento experimental em blocos
inteiramente casualizados, em um fatorial 4x3 (condi¢cdes de luminosidade e periodos de
coleta) (para analises de pigmentos fotossintéticos) e 4x2 (condi¢bes de luminosidade e
periodos de coleta) (para analise de massa seca), com quatro repeticbes e a unidade
experimental consistiu de cinco plantas.

Para medicdo do fluxo de radiacdo fotossinteticamente ativa foi instalado um
radibmetro marca LICOR, modelo LI-185B, sobre uma base de aluminio, equipada com trés
parafusos niveladores e nivel de bolha. O sensor foi posicionado no centro do bloco com o
tratamento de luz plena, de forma a medir o fluxo de radiacdo incidente. Apos, o sensor foi
posicionado abaixo das malhas azul, vermelha e preta para aferir o fluxo de radiacéo
transmitida. Os dados da radiacdo pontual, registrados em unidade de medida instantanea
(Watts m™), foram obtidos em um dia de sol sem nuvens &s 14 horas, na qual foram
convertidos em porcentagem de atenuagé&o.

O fluxo de radiacdo pontual transmitida foi aferido nas malhas coloridas, a qual foi
verificada nas malhas vermelha, azul e preta uma intensidade de 200, 160 e 80 watts m?,
respectivamente, o0 que corresponde a uma atenuacdo de 58%, 66% e 83% respectivamente.

As relacOes de reducéo da luminosidade proporcionada pela coloracéo de cada malha,
com base na coleta de dados instantdneos de radiacdo, mostra que o percentual de reducédo da
transmitancia proporcionada pela malha vermelha é menor do que nas malhas azul e preta.

O crescimento das plantas foi determinado pelo acimulo de massa seca das folhas e
flores e os resultados foram expressos em g planta™. As plantas foram submetidas & pré-
secagem em local ventilado, em temperatura ambiente, e apds foram secas em estufa de

circulacdo forcada de ar modelo MAO035 (Marconi) a 35°C até atingirem peso constante. O
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material desidratado foi armazenado em sacos de papel pardo para posterior pesagem, em
balanca semi-analitica.

A extracdo e quantificacdo dos pigmentos fotossintetizantes foram realizadas com base
em Wellburn (1994). Foram coletadas aleatoriamente trés folhas jovens expandidas de cada
parcela e acondicionadas em banho de gelo, em caixa de isopor. As folhas foram cortadas em
pequenos segmentos, desprezando-se a nervura central. Para cada extracdo, foi utilizado 0,06
g de amostra em tubos, contendo 7 mL de dimetilsulfoxido (DMSQO) neutralizado com
carbonato de calcio 5% (m/v). Os tubos foram incubados em banho-maria a 65°C por 1 hora
e, apods, resfriados no escuro até atingirem temperatura ambiente. Em seguida foram
realizadas as leituras de absorbancias dos extratos em espectrofotbmetro a 665 nm, 649 nm e
480 nm. A partir das leituras espectrofotométricas, foram calculados os teores de clorofila a,
b, total e carotenoides totais, segundo equacdes especificas para cada pigmento
(WELLBURN, 1994) e os resultados foram expressos em mg g™* MF.

Os dados resultantes das coletas foram submetidos as analises de variancia (médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro) e de
correlacdo de Pearson (coeficiente de correlacdo linear simples ao nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo teste t). A andlise estatistica foi realizada com o programa

estatistico SAS (SAS SYSTEM, 2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes condig¢Oes de luminosidade influenciaram significativamente o acimulo

de massa seca de A. millefolium L., ndo ocorrendo interacdo entre esse fator e 0s periodos de

coleta para as caracteristicas de crescimento avaliadas (Anexo - Tabela B).
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As plantas que produziram maior quantidade de massa seca de folhas e flores foram
aquelas cultivadas sob luz plena. Os menores valores de massa seca das folhas foram
observados nas plantas sombreadas pelas malhas azul e preta, que ndo diferiram entre si. Ja a
massa seca das flores reduziu significativamente nas plantas sombreadas, ndo diferindo entre

o0s tratamentos com as malhas azul, vermelha e preta (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Massa seca (g planta™) dos tecidos foliares de Achillea millefolium L. cultivada
sob diferentes condi¢des de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha azul,
vermelha e preta) e submetida a periodos de coletas (oito semanas de sombreamento - 8SS e
quatro semanas ap6s 0 sombreamento - 4SAS)

Table 1 - Dry weight (g plant™) of leaf tissues of Achillea millefolium L. grown under
different light conditions (full light and blue, red and black shade net) and collection periods

(eight weeks shadowing - 8SS and four weeks after shading - 4SAS)

Condigdes de luminosidade Periodos de coletas

Luz plena Malha azul Malha vermelha Malha preta 8SS 4SAS

73,74 a* 41,28 ¢ 58,16 b 39,64 c 49,11 b 57,30 a

(*) Médias ndo seguidas da mesma letra na linha diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 2 - Massa seca (g planta™) das flores de Achillea millefolium L. cultivada sob
diferentes condic¢des de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha azul, vermelha e
preta) e submetida a periodos de coletas (oito semanas de sombreamento - 8SS e quatro
semanas ap6s o sombreamento - 4SAS)

Table 2 - Dry weight (g plant™) of flowers of Achillea millefolium L. grown under different
light conditions (full light and blue, red and black shade net) and collection periods (eight
weeks shadowing - 8SS and four weeks after shading - 4SAS)

CondicGes de luminosidade

Luz plena Malha azul Malha vermelha

Malha preta

Periodos de coletas

8SS 4SAS

18,28 a* 6,66 b 10,90 b

9,40 b

8,24b 14,38 a

(*) Médias ndo seguidas da mesma letra na linha diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Similarmente, em Baccharis trimera L., também pertencente a familia Asteraceae, 0
aumento da intensidade luminosa induziu uma alta producdo de biomassa (SILVA et al.,
2006).

O menor efeito inibitério da atenuacdo da luminosidade pela malha vermelha sobre o
acumulo de massa seca foliar em A. millefolium L. sugere que a luz na regido do vermelho foi
mais eficientemente aproveitada pelas plantas em relacdo a azul e preta (Tabela 1).

O fitocromo é um pigmento proteico que tem um importante papel no
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo regulado pela luz. Quando as moléculas de
fitocromo na forma Pr sdo expostas a luz vermelha, a maior parte absorve e é convertida a
forma Pfr (forma fisiologicamente ativa do fitocromo) (TAIZ; ZEIGER, 2013), o que vai de
encontro com os dados observados por Almeida e Mundstock (2001) que verificaram uma
melhoria da qualidade da luz obtida pela adicdo de luz vermelha, o que proporcionou maior
acumulo de massa seca em plantas de trigo.

Os resultados apresentados nas tabelas 1 e 2 mostram que a qualidade de luz interfere
no desenvolvimento das plantas de A. millefolium L. De acordo com Shahak (2008) a malha
preta reduz a quantidade de luminosidade que chega as plantas, mas ndo afeta a qualidade de
luz, bem como n&o modifica a composicao espectral.

Conforme Chang et al. (2008) a reducdo na irradiancia leva a reducdo na taxa de
fotossintese e de crescimento, 0 que comprova os resultados observados em A. millefolium L.,
cultivada sob diferentes condi¢cfes de luminosidade.

Os periodos de exposicdo aos tratamentos influenciaram de maneira distinta o
acumulo de massa seca das folhas e flores de A. millefolium L. Nas plantas coletadas apos
quatro semanas de readaptacdo ao sombreamento foi observada maior quantidade de massa
seca tanto de folhas como de flores, em relacdo as plantas coletadas apds oito semanas de

sombreamento (Tabelas 1 e 2).
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Em relacdo as estruturas vegetais, analisando separadamente, observou-se maior
quantidade de massa seca de folhas, quando comparada com a massa seca de flores (Tabelas 1
e2).

Esses resultados mostram que as plantas necessitam de luz plena para incrementar a
producdo de biomassa, na qual foi necessario um periodo de aclimatacdo apds serem
submetidas a diferentes condi¢bes de luminosidade. Os dados sugerem que os efeitos
inibitérios do sombreamento sobre o incremento de massa seca sao plenamente revertidos em
plantas de A. millefolium L. para a qualidade espectral e intensidade de luz avaliada.

Os teores foliares de pigmentos fotossintéticos das plantas de A. millefolium L. foram
influenciados pelas diferentes condi¢cBes de luminosidade e pelos periodos de coleta, ndo
ocorrendo interacdo entre esses fatores (Anexo - Tabela C).

As folhas das plantas cultivadas sob a malha azul apresentaram o maior teor de
clorofila a, b e total, diferindo estatisticamente das outras condi¢des de luminosidade (Tabela
3). A clorofila a absorve intensamente luz na regido do azul e do vermelho, na qual esta o
espectro de acdo para a fotossintese, 0 que poderia explicar o comportamento da espécie a
malha azul (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Resultado semelhante foi observado em plantas de Mikania glomerata S., da familia
Asteraceae, na qual a malha azul 50% incrementou a concentracdo de clorofila a € b nos
tecidos foliares (SOUZA et al., 2010).

Uma maior proporgdo relativa de clorofila b em plantas com baixa luminosidade
possibilita a captacdo de energia de outros comprimentos de onda e transfere para uma
molécula especifica de clorofila a, que efetivamente atua nas reacbes fotoquimicas da
fotossintese. Essa caracteristica € adaptativa da planta, de modo a se tornar mais eficiente em

condig¢Bes ambientais de reduzida intensidade de luz (SCALON et al., 2002).
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Tabela 3 - Teores de clorofila a, b, total e carotenoides totais (mg g MF) em folhas de
Achillea millefolium L. cultivada sob diferentes condi¢des de luminosidade (luz plena e
sombreamento com malha azul, vermelha e preta)

Table 3 - Concentration of chlorophyll a, b, total and total carotenoids (mg g MF) in leaves
of Achillea millefolium L. grown under different light conditions (full light and blue, red and
black shade net)

CondicGes de luminosidade Clorofilaa Clorofila b Clorofila total Carotenoides totais
Luz plena 1,09¢c 0,39¢ 148¢c 0,22 a
Malha azul 1,43 a* 0,56 a 1,99a 0,24 a
Malha vermelha 1,20b 0,46 b 1,66 b 0,22 a
Malha preta 1,31b 0,50 b 1,81b 0,23 a

(*) Médias ndo seguidas da mesma letra na coluna diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A luz azul influencia na biossintese de clorofilas e outros pigmentos através da
regulacao da expressdo de determinados genes (TSUNOYAMA et al., 2001; TAIZ; ZEIGER,
2013). Isto pode explicar os resultados encontrados, onde maiores teores de clorofila a e b
foram observados nas plantas tratadas com malha azul. As folhas das plantas submetidas a
malha azul apresentavam-se visualmente mais verdes e brilhantes.

Embora a utilizacdo de malhas no cultivo de A. millefolium L. tenha estimulado
significativamente a producdo das clorofilas a e b, o efeito das malhas vermelha e preta foi
menos intenso e equivalente, demonstrando o maior estimulo estar diretamente relacionado a
luz azul, pois esta afeta a biossintese de clorofilas.

O teor foliar de clorofila total em A. millefolium L. foi estimulado de maneira
significativa sob a malha azul, possivelmente para incrementar a capacidade de absorcéo de
luz, diferindo estatisticamente das outras condi¢des de luz, o que sugere ser uma resposta

adaptativa das plantas a baixa intensidade luminosa (Tabela 3).
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Similarmente, um menor teor de clorofila total foi observado em plantas de Mikania
glomerata S., da familia Asteraceae, cultivadas a luz plena, comparadas com plantas
submetidas a presenca de malhas redutoras de radiacdo (SOUZA et al., 2010).

Em baixos niveis de intensidade luminosa, a taxa fotossintética varia em proporgédo
direta com o aumento da radiacdo incidente na superficie foliar. No entanto, a partir do ponto
de saturacdo de luz, conforme aumenta a intensidade luminosa, a taxa fotossintética aumenta
lentamente. Em condicGes de alta irradiancia, o excesso pode ser responsavel por dirigir uma
série de reacdes, que podem conduzir a fotoinibicdo, na qual é uma condicdo de extremo
estresse em que se verifica uma diminuicdo do rendimento da fotossintese, acompanhado das
alteracdes nas atividades do fotossistema Il (HIDEG; MURATA, 1997).

Quanto aos teores de carotenoides totais, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos (Tabelas 3 e 4). Como a coloracdo da malha nédo influenciou os teores foliares de
carotenoides totais sugere-se que o0 sombreamento manteve as temperaturas no dossel das

plantas de forma mais adequada a sintese de pigmentos do que a sua degradacao.

Tabela 4 - Teores de clorofila a, b, total e carotenoides totais (mg g MF) em folhas de
Achillea millefolium L. submetida a periodos de coleta (oito semanas de sombreamento - 8SS,
duas e quatro semanas apds 0 sombreamento - 2SAS e 4SAS)

Table 4 - Concentration of chlorophyll a, b, total and total carotenoids (mg g™ MF) in leaves
of Achillea millefolium L. subjected collection periods (eight weeks shadowing - 8SS, two
and four weeks after shading - 2SAS and 4SAS)

Periodos de coleta Clorofila a Clorofila b Clorofila total Carotenoides totais
8SS 1,20b 0,43b 1,63b 0,24 a
2SAS 1,36 a* 0,54 a 1,90 a 0,21a
4SAS 1,19b 0,46 b 165D 0,23 a

(*) Médias ndo seguidas da mesma letra na coluna diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Da mesma foram, Henrique et al. (2011) observaram que o acimulo de carotenoides
totais ndo foi influenciado pelas diferentes malhas redutoras de radiagdo em Coffea arabica L.
da familia Rubiaceae.

As alteracdes analisadas na biossintese de pigmentos fotossintetizantes geradas pelas
variaces espectrais proporcionam uma adaptacdo e vantagem a A. millefolium L., a fim de
melhorar e auxiliar seu desempenho fotossintético. Observa-se que os teores de clorofila a, b
e total apresentaram correlacdo positiva elevada, indicando que foram influenciados de forma
semelhante pelos tratamentos. Além disso, mostra que existe uma relacdo direta entre os dois
pigmentos na contribuicdo ao teor de clorofila total como resposta adaptativa de A.
millefolium L. as diferentes condicBes de luz. O mesmo foi observado em relacéo ao teor de
carotenoides totais, mas o coeficiente de correlacdo positiva foi menor, indicando que o teor
de clorofilas esté relacionado ao de carotenoides totais (Tabela 5).

Ainda pode-se verificar que o acumulo da massa seca de flores correlacionou-se
positivamente ao observado em folhas, sugerindo que a particdo de assimilados entre os dois
orgdos vegetais foi influenciada similarmente pelas condi¢cdes de luminosidade avaliadas
(Tabela 5).

Os diferentes periodos de exposicdo aos tratamentos influenciaram significativamente
o acumulo de clorofila a, b, total e carotenoides totais em tecidos foliares de A. millefolium L.
(Anexo - Tabela C). O mesmo foi observado por Stancato et al. (2002), na qual alteracdes na
disponibilidade de radiacdo solar em um ambiente podem influenciar a quantidade de
clorofila total, assim como a fracéo de clorofila a em relacéo a clorofila b.

ApOs 0 sombreamento das plantas por duas semanas, o teor foliar de clorofila a, b e
total foi estimulado de forma significativa e 0 mesmo n&o ocorreu com o contetdo foliar de

carotenoides totais, pois ndo sofreu influencia durante os periodos de coleta (Tabela 4).
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Esses resultados demonstram que embora a utilizacdo de malhas tenha estimulado a
producdo foliar de clorofila a, b e total como resposta das plantas de A. millefolium L. a baixa
intensidade luminosa, 0 aumento da sintese desses pigmentos com a readaptacdo das plantas a
luz plena pode ser resultante do impacto da intensidade luminosa sob a retomada do
crescimento, resposta comum a todos os tratamentos e ndo influenciada pela variacédo da luz
nos diferentes espectros empregados. Este efeito mostrou-se transitorio e possivelmente
associado ao desenvolvimento das plantas, quando observado a reducdo dos teores desses

pigmentos no periodo correspondente a quatro semanas ap6s sombreamento (Tabela 4).

Tabela 5 - Coeficiente de correlacdo de Pearson entre pigmentos fotossintetizantes e massa
seca de Achillea millefolium L.
Table 5 - Pearson correlation coefficient between photosynthetic pigments and dry mass of

Achillea millefolium L.

Correlacdo Coeficiente de correlacdo linear simples (r)*
Clorofila a/clorofila b +0,82
Clorofila a/clorofila total +0,97
Clorofila a/carotenoides totais +0,35
Clorofila b/clorofila total +0,93
Clorofila total/carotenoides totais +0,34
Clorofila a/massa seca folhas +0,47
Massa seca folhas/massa seca flores +0,63

(*) Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t.

Ainda pode-se observar que a variagdo no teor de clorofila a correlacionou-se
positivamente com a massa seca de folhas, demonstrando que as variagcdes nas concentracoes
desse pigmento fotossintético podem explicar o acimulo de massa seca nesses Orgaos
vegetais frente as condi¢des de luminosidade avaliadas (Tabela 5), sugerindo que o aumento

da concentracdo desse pigmento proporcionaria uma melhor captacdo de luz, favorecendo a
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producdo de energia necessdria para a fixacdo de CO, durante a fotossintese e

consequentemente maior acumulo de massa seca.

4 CONCLUSOES

A qualidade de luz e os periodos de coleta influenciam no crescimento e na sintese de
pigmentos fotossintéticos em A. millefolium L. A reducéo da luminosidade reduz a massa seca
foliar e de flores e estimula o acimulo de clorofila a, b e total. O acimulo de massa seca
foliar € menor na presenca da malha azul o que estimula o acimulo de clorofila a, b e total em
maior intensidade do que a malha vermelha, ndo refletindo porém em maior acimulo de
massa seca.

Os efeitos inibitorios da reducao da intensidade luminosa ou mudanca do seu espectro
pela incidéncia predominante de luz na regido do vermelho ou azul sobre o acimulo de massa
seca ou producdo de pigmentos fotossintéticos sdo plenamente reversiveis quando as plantas
retornam a condicéo de luz plena.

As modificacbes na biossintese de pigmentos fotossintetizantes geradas pelas
mudangas na intensidade luminosa e qualidade de luz proporcionam uma adaptacdo e
vantagem a A. millefolium L., a fim de auxiliar no seu desempenho fotossintético,

apresentando com isso uma grande plasticidade adaptativa a variacao de luz ambiental.
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Atividade antioxidante de Achillea millefolium L. submetida a diferentes condi¢bes de

luminosidade

Antioxidant activity Achillea millefolium L. under different light conditions

Resumo

A qualidade e intensidade de luz podem influenciar a sintese de compostos secundarios com
importantes atividades bioldgicas em plantas medicinais, influenciando, no entanto, a adaptabilidade
do vegetal as variacOes de luminosidade. A espécie A. millefolium L., conhecida como mil-folhas,
apresenta uma grande importancia medicinal devido a sua atividade antioxidante. Neste trabalho foi
avaliado o estresse oxidativo e a resposta do sistema de defesa antioxidante enzimatico e ndo
enzimatico de A. millefolium L., frente ao cultivo sob diferentes condigdes de luz. As plantas foram
submetidas as diferentes condi¢des de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha azul,
vermelha e preta) durante oito semanas e ap6s retornaram a luz plena durante duas e quatro semanas.
A baixa luminosidade estimulou a enzima superdxido dismutase e o teor de peroxido de hidrogénio. A
peroxidacdo lipidica foi reduzida na presenca das malhas azul e vermelha e a baixa intensidade
luminosa, gerada pelas malhas preta e azul, reduziu o acumulo de ascorbato. O conteldo de
deidroascorbato aumentou durante a aclimatacéo das plantas a luz plena e a atividade antioxidante foi
mais acentuada em extratos de flores. Os resultados mostram que a variacdo da qualidade e
intensidade de luz, principalmente durante o processo de aclimatagdo, causam estresse oxidativo em A.
millefolium L., gerando respostas diferenciadas entre os tratamentos.

Palavras-chave: mil-folhas, enzimas antioxidantes, estresse oxidativo, qualidade de luz.

Abstract

Light quality and intensity can influence synthesis of secondary compounds that display important
biological activities in medicinal plants. Nevertheless, plant adaptability is influenced by light
conditions. Antioxidant activity is one of the most important activities of A. millefolium L. species
(yarrow). This work was to evaluated oxidative stress and response enzymatic and non-enzymatic
defense system of A. millefolium L., grown under different light conditions. Plants were grown under
different light conditions (full light and blue, red and black shade net) for eight weeks and after
returned to full light condition for two and four weeks. Low light condition stimulated superoxide
dismutase enzyme and hydroden peroxide level. Lipid peroxidation decreased under blue and red net.

Low light intensity generated by black and blue nets reduced ascorbate accumulation.
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Dehydroascorbate content increased during plant acclimatation to full light and antioxidant activity
was more accentuated in flowers extracts. Results show that light quality and intensity, mainly during
acclimation process, cause oxidative stress in A. millefolium L., generating differenciated responses
among light treatments.

Key words: yarrow, antioxidant enzymes, oxidative stress, light quality.

INTRODUCAO

A luz, dentre os fatores abidticos, é um recurso fundamental para o desenvolvimento das
plantas, pois diversas respostas morfofisioldgicas ndo dependem apenas da presenga, atenuagdo ou
auséncia da luz, mas da variagdo de sua qualidade espectral (Taiz e Zeiger, 2013).

As malhas redutoras da radiacdo ou malhas coloridas combinam a protecdo fisica, juntamente
com a filtragem diferencial da radiacdo solar, promovendo distintas respostas fisioldgicas reguladas
pela luz (Shahak et al., 2004). Pode-se estabelecer diferentes condi¢fes de cultivo para as plantas pela
manipulacgdo da intensidade e qualidade espectral através da utilizagdo de malhas (Oren-Shamir et al.,
2001).

Para Larcher (2004), a malha vermelha altera o espectro da luz, reduzindo as ondas azuis,
verdes e amarelas e acrescenta as ondas na faixa espectral do vermelho e vermelho-distante. A malha
azul muda o espectro da luz, reduzindo as ondas na faixa do vermelho e vermelho-distante e
acrescenta as ondas azuis. Dessa forma, a malha azul transmite maior energia que a malha vermelha e
a malha preta é considerada neutra, pois reduz a irradiancia e ndo altera o espectro de luz.

Plantas que experimentam mudancas nas condicGes de luz sdo capazes de em maior ou menor
grau aclimatar-se a nova condicdo. Esta aclimatacdo ocorre no sentido de aumentar o ganho total de
carbono que pode ocorrer através de mudangas nas propriedades de assimilagéo pelas folhas, por meio
de ajustes fisiologicos e alteracBes nas suas caracteristicas relacionadas a fotossintese (Lee et al.,
2000). De acordo com Grime e Mackey (2002), essa adaptagdo é o reflexo do desenvolvimento de
mudancas em caracteristicas funcionais e estruturais dos vegetais, associada aos fatores abioticos a que
estdo expostos, resultando na plasticidade fenotipica.

As plantas, durante o ciclo de vida, estdo expostas a diversas situacfes desfavoraveis, que se
traduzem por desequilibrios ou estresses. Neste contexto, um estresse representa uma alteragdo das
condicBes adequadas de crescimento e desenvolvimento de um vegetal, o que gera respostas a
diferentes niveis, que passam por alteraces fisioldgicas, bioquimicas, moleculares e na expressao de
genes (Buchanan et al., 2001).

O estresse oxidativo é um fator chave no estresse abiotico e bidtico que ocorre quando, ao
nivel celular, gera um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a

defesa antioxidante, o que originara alteragdes drasticas na fisiologia celular (Foyer e Noctor, 2005).
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Conforme Apel e Hirt (2004), as espécies reativas de oxigénio sdo formas de oxigénio
atmosférico (O,) parcialmente reduzidas que resultam do metabolismo aerébio. S&o subprodutos que
resultam da inversdo de um elétron do O, para formar o oxigénio singleto (*O,) ou da transferéncia de
um, dois ou trés elétrons para O, formar, respectivamente, o radical superoxido (O,"), peroxido de
hidrogénio (H,O,) ou radical hidroxilo (HO®).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) desempenham uma funcéo fisioldgica importante nas
plantas, pois, em quantidades muito reduzidas, atuam como moléculas sinalizadoras para a regulagéo
do desenvolvimento, crescimento e ciclo celular. Contudo, um aumento elevado da quantidade e
acumulo dessas espécies pode provocar a ativacdo de respostas de estresses e mecanismos de defesa
por parte da planta (Mittler et al., 2004; Moller et al., 2007). Deste modo, a quantidade e tipos de ROS
podem ser utilizados pelo vegetal para monitorar o seu nivel de estresse intracelular, possibilitando a
adaptacédo da planta a situagdes adversas (Mittler, 2002).

As principais consequéncias do estresse oxidativo sdo a peroxidagdo dos lipideos de
membrana, oxidagdo proteica, inibicdo enzimatica e danos ao nivel do DNA e RNA, provocando
senescéncia, funcionamento inadequado da fotossintese e necrose das folhas (Scandalios, 2002).

A regulacgdo entre a producdo e degradacdo de espécies reativas de oxigénio é efetuada através
de mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Dat et al., 2004).

Os mecanismos enzimaticos incluem as enzimas capazes de remover, neutralizar ou eliminar
os radicais livres. Os parametros que determinam a contribui¢do das diferentes enzimas na eliminagao
do efeito nocivo séo a afinidade pelo substrato, taxa de reagdo e concentragdo da enzima, nos diversos
compartimentos celulares (Mittler et al., 2004). Entre os principais mecanismos antioxidantes
enzimaticos, destaca-se a importancia da Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APX), Superoxido
dismutase (SOD) e Glutationa redutase (GR) (Scandalios, 2002; Mittler, 2002).

A catalase é uma enzima que se encontra nos peroxissomas, onde promove a decomposi¢do do
H,0, em H,0 e O,, a uma taxa extremamente elevada. Entre as enzimas que degradam o H,0,, a
catalase é a Unica que consegue catalisar este substrato sem consumir equivalentes redutores,
constituindo, assim, um mecanismo eficiente de remocdo de H,O, (Scandalios, 2005; Gechev e
Breusegem, 2006).

A ascorbato peroxidase caracteriza-se por possuir uma elevada especificidade pelo ascorbato,
sendo a enzima responsavel pela eliminag¢do do poder toxico do H,O,, produzindo dehidroascorbato e
H,0, no cloroplasto e citosol das células vegetais (Asada, 1999).

A superoxido dismutase € responsavel pela dismutacdo do radical superéxido em O, e H,O,,
que é posteriormente eliminado pela catalase ou através da ascorbato peroxidase. Esta enzima
encontra-se presente em todos os compartimentos celulares, ou seja, mitocéndrias, cloroplastos,

glioxissomas, peroxissomas, apoplasto e citosol (Scandalios, 2005; Gechev e Breusegem, 2006).
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A glutationa redutase € uma enzima que catalisa a reducdo dependente de NADPH da
glutationa oxidada para a forma reduzida. Apesar de ser sintetizada no citosol, pode ser direcionada
tanto para o cloroplasto quanto para a mitocondria. Essa enzima mantém um balango redox nos
compartimentos celulares, atuando na eliminacdo do H,O, citosélico. Além disso, sua maior
importancia no sistema antioxidante estad na habilidade em regenerar outros antioxidantes, como o
acido ascorbico (Blokhina et al., 2003).

Além do sistema de defesa antioxidante enzimatico, as defesas antioxidantes ndo enzimaticas
sdo de fundamental importancia para as células vegetais, sendo essencialmente compostas de
concentracdes relativamente altas de ascorbato, glutationa, a-tocoferol e compostos fenolicos, que séo
eficientes consumidores de oxiradicais e sdo capazes de interagir ndo enzimaticamente com as
espécies reativas de oxigénio (Davey et al., 2000).

A espécie medicinal Achillea millefolium L. (mil-folhas), pertencente a familia Asteraceae, é
nativa da Europa, América do Norte, Sul da Australia e Asia e possui como propriedades medicinais
as atividades antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatoria, antifingica e antitumoral (Candan et al.,
2003; Rosa et al., 2008; Lopes et al., 2003).

As caracteristicas botanicas dessa planta sdo herbacea, perene, rizomatosa, de 30-50 cm de
altura, folhas compostas e flores reunidas em capitulos corimbosos (Candan et al., 2003; Lorenzi e
Matos, 2008). E de clima temperado quente a subtropical, tolerando condigBes climaticas extremas
como o sol, geada, seca, frio e ndo se adapta a regiGes com excesso de precipitagdes. A multiplicagdo
se da por estacas de rizoma e por divisdo de touceira, garantindo um desenvolvimento homogéneo
(Lorenzi e Matos, 2008).

Devido a sua importancia medicinal, investigacfes a respeito do comportamento fisioldgico
desta espécie e suas respostas as condi¢des do ambiente tornam-se necessarias ao aperfeicoamento dos
métodos de cultivo. Dessa forma, o estudo da acdo de componentes antioxidantes enzimaticos e ndo
enzimaticos € uma ferramenta extremamente importante para o melhor entendimento de respostas
fisioldgicas de A. millefolium L. frente a condi¢Ges de estresse abidtico.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi verificar o estresse oxidativo e resposta do
sistema de defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimatico de A. millefolium L., submetida a

diferentes condicGes de luz e periodos de coleta.

MATERIAIS E METODOS

A espécie foi identificada taxonomicamente e as exsicatas foram catalogadas no herbario PEL,

do Departamento de Botéanica da Universidade Federal de Pelotas sob o nimero 24.600.
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O cultivo de A. millefolium L. e a condugdo dos experimentos foram realizados nas areas
experimentais do Campus Pelotas - Visconde da Graca (CAVG) do Instituto Federal Sul-rio-
grandense, Pelotas, RS.

As mudas, obtidas por divisdo de touceiras, foram cultivadas em estufa e, entdo, transferidas
para a area experimental. A propagacdo foi realizada a partir de uma planta matriz, o que possibilita
identificar melhor os efeitos das alteracdes do ambiente promovidas pelos tratamentos. A base da area
experimental foi preparada utilizando pléstico preto para cobertura de solo, com a finalidade de
reduzir o nimero de plantas invasoras. As mudas obtidas, quando atingiram quatro meses de idade,
foram transferidas para o campo experimental e irrigadas através de um sistema de gotejamento.

O solo onde o experimento foi instalado é classificado como planossolo, que se caracteriza por
apresentar um horizonte B textural e condi¢cdes de encharcamento, pela dificuldade de drenagem
natural (Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, 2004). Os teores de fésforo e potassio do solo foram
corrigidos com superfosfato triplo e cloreto de potéassio na propor¢do de 35 kg ha™ e 15 kg ha™,
respectivamente, tendo como base as necessidades nutricionais da espécie medicinal Calendula
officinalis L., a qual pertence a mesma familia de mil-folhas. Esse procedimento foi adotado devido a
inexisténcia de recomendacao de adubag&o para A. millefolium L.

As plantas foram cultivadas sob diferentes condi¢des de luminosidade: luz plena e
sombreamento obtido com malha azul, vermelha e preta. As malhas da marca ChromatiNet foram
fornecidas pela empresa Polysack Plastic Industries®.

As plantas sombreadas e as submetidas & luz plena permaneceram nestas condi¢Ges por oito
semanas, quando foi realizada a primeira coleta (metade do nimero de plantas e amostras de tecidos
foliares) e as malhas de sombreamento foram removidas. Ap6s duas semanas de readaptacdo ao
ambiente natural, amostras de folhas foram coletadas, caracterizando a segunda coleta. A outra metade
do numero de plantas e novas amostras de tecidos foliares foram coletadas com quatro semanas de
readaptacéo, finalizando a terceira coleta.

Os experimentos foram conduzidos sob um delineamento experimental em blocos
inteiramente casualizados, em um fatorial 4x3 (condi¢Ges de luminosidade e periodos de coleta) (para
analises enzimaticas e ndo enzimaticas) e 4x2 (condicOes de luminosidade e periodos de coleta) (para
atividade antioxidante), com quatro repetigdes e a unidade experimental consistiu de cinco plantas.

Foram determinadas as atividades das enzimas antioxidantes catalase (CAT, EC 1.11.1.6),
ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) e glutationa
redutase (GR, EC 1.6.4.2), teores de perdxido de hidrogénio (H,0,), substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), concentracdo de ascorbato (Asc) e dehidroascorbato (DHA) e atividade
antioxidante (método DPPH) de extratos obtidos com diferentes solventes extratores.

O extrato enzimatico para a dosagem da atividade das enzimas antioxidantes foi obtido por

maceracdo de 500 mg de massa fresca de folhas, em N, liquido com 50% de polivinilpolipirolidona
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(PVPP) seguido de homogeneizacdo em 1,8 mL de meio de extragdo (tampdo fosfato de potassio 100
mM com pH 7,8, EDTA 0,1 mM e &cido ascdrbico 20 mM). Apds centrifugacdo a 13.000 g por 20
minutos, a 4°C, o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da atividade das enzimas e para a
quantificagdo das proteinas pelo método de Bradford (1976).

A atividade da CAT foi determinada de acordo com Azevedo et al. (1998), com modificagdes.
O extrato enzimatico foi adicionado ao meio de reacdo (tampéo fosfato de potéassio 100 mM com pH
7,0 e H,0, 12,5 mM). A atividade da enzima foi monitorada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm
durante um periodo de 90 segundos, a 30°C e calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de
39,4 mol™ L cm™. Os resultados foram expressos em pmol de H,O, min™ mg™ de proteina.

A atividade da APX foi mensurada segundo Nakano e Asada (1981), verificando a taxa de
oxidacdo do ascorbato (ASA) a 290 nm. O meio de reagéo incubado a 30°C foi composto de tampéo
fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,0), &cido ascérbico 0,5 mM, H,O, 0,1 mM e extrato enzimatico. O
decréscimo na absorbancia foi monitorado por um periodo de 90 segundos e a atividade da enzima foi
calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mol™L cm™. Os resultados foram expressos
em pmol ASA min™ mg™ de proteina.

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducdo do azul
de nitrotetrazélio (NBT) (Giannopolitis e Ries, 1997) em meio de reacdo constituido de tampao
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2
pM. Os tubos com o meio de reagdo e o extrato enzimdtico foram submetidos a iluminagdo com
lampada fluorescente de 15 W por 10 minutos. Para o controle, 0 meio de reacdo sem o extrato foi
iluminado e, como branco foi utilizado um tubo com meio de reacdo e o extrato, mas mantido no
escuro. As leituras foram realizadas a 560 nm, sendo uma unidade da SOD correspondente a
quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condicdes de ensaio.

A atividade da GR foi determinada utilizando o método descrito por Cakmak et al. (1993),
monitorando a taxa de oxidacdo do NADPH pelo decréscimo na absorbancia, a 340 nm, durante 1
minuto. O meio de reacgdo foi incubado a 30°C, constituido de tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH
7,8), glutationa oxidada 1 mM, NADPH 0,075 mM e extrato enzimatico. A atividade da enzima foi
calculada utilizando o coeficiente de extincdo molar de 6,2 mol™ L cm™ e os resultados foram
expressos em pmol NADPH min™ mg™ de proteina.

Os extratos para a determinacdo do teor de perdxido de hidrogénio (H,0,) e TBARS foram
obtidos em amostras de 500 mg de massa fresca de folhas, maceradas em N, liquido e 2 mL de &cido
tricloroacético (TCA) a 0,1%. Os homogeneizados foram centrifugados a 13.000 g, durante 20
minutos, a 4°C e os sobrenadantes obtidos transferidos para microtubos de 2 mL.

A quantificacdo de H,O, foi realizada de acordo com Velikova et al. (2000), com algumas
alteracBes. Em tubos de ensaio contendo 0,7 mL de tampdo fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 1

mL de iodeto de potassio 1 M, foram adicionados 0,3 mL do sobrenadante seguido da incubacéo por
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10 minutos a 30°C. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 390 nm e a concentracdo de
H,0, foi expressa em pumol de H,0, g'1 MF.

Os danos celulares avaliados por meio da peroxidacdo lipidica foram determinados por meio
da quantificacdo de substancias reativas ao 4&cido tiobarbitirico (TBARS) e acumulo de
malondialdeido (MDA) (Cakmak e Horst, 1991). Em tubos contendo 0,3 mL do sobrenadante foram
adicionados 1,7 mL do meio de reacdo composto por 0,5% (p/v) de &cido tiobarbitarico (TBA) e 10%
(p/v) de TCA, sendo posteriormente incubado a 90°C, por 20 minutos. A reacdo foi paralisada por
resfriamento rapido em gelo por 10 minutos e apo6s, centrifugada a 13.000 g durante 5 minutos, a 4°C,
com o intuito de separar os residuos formados durante o aguecimento. As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro a 535 nm e 600 nm e a quantidade do complexo MDA-TBA foi expressa em nmol
MDA g* de MF.

As dosagens de ascorbato (Asc) e dehidroascorbato (DHA) foram determinadas conforme
descrito por Arakawa et al. (1981), com modifica¢cbes. Foram macerados 500 mg de tecido foliar com
2 mL de acido tricloroacético (TCA) 5% (p/v) e o homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g, por 15
minutos, a 4°C. O ascorbato total (Asc + DHA) foi determinado apds a reducdo do DHA pelo
dithiothreitol (DTT). Foram adicionados 100 uL do sobrenadante ao meio de reagdo: 125 uL de DTT
0,06% (p/v) e 125 uL de fosfato de sodio 0,2 M pH 7,8. Apds incubagdo em temperatura ambiente por
10 minutos, foram adicionados 125 ul de N-ethylmaleimide 0,24% (p/v) e o pH de cada tubo aferido e
ajustado entre 1 e 2, pela adicdo de TCA 20% (p/v). Em seguida, adicionaram-se 125 uL de &cido
fosforico (HsPO,4) 4% (v/v), 250 uL de bathophenantrolina 0,5% (p/v) e 125 uL de FeCl; 0,03% (p/v),
homogeneizando a mistura vigorosamente e incubando, a 30°C, por 90 minutos. As leituras foram
realizadas em espectrofotdbmetro a 534 nm. O ascorbato foi determinado conforme descrito acima,
substituindo-se o DTT por etanol absoluto em igual volume. Os valores DHA foram obtidos pela
diferenca entre os valores de ascorbato total e ascorbato e os resultados foram expressos em umol g™
MF.

A atividade antioxidante foi analisada a partir do método DPPH (Brand-Williams et al. 1995)
que é baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) por antioxidantes, produzindo
um decréscimo da absorbancia a 515 nm. Foram preparados os extratos cloroférmico, etandlico,
metanolico e de acetato de etila a 100 pg mL™, utilizando massa seca moida de folhas e flores. Os
extratos permaneceram em repouso por 3 horas a temperatura ambiente e posteriormente foram
filtrados com papel filtro. Para cada extrato, foi preparado uma solu¢do de DPPH 60 pM, utilizando o
solvente extrator especifico. As determinac6es foram realizadas em ambiente escuro adicionando, em
tubos de ensaio, 3,9 mL da solucdo de DPPH e 0,1 mL dos extratos. O decréscimo da absorbancia foi
acompanhado em espectrofotdmetro em diferentes intervalos de tempo (0, 15, 30 e 45 minutos), sendo
valido o valor da absorbancia no tempo em que a reagdo se estabilizou. Para avaliacdo da atividade

captadora de radical livre foi calculada a porcentagem de inibigdo do DPPH em relacdo & amostra
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controle (extrator + DPPH 60 uM), pela equagdo: % inibi¢do do DPPH = [(Ag — A1) / Ay X 100], na
qual: Ag = absorbéancia do controle e A; = absorbancia da amostra (Molyneux, 2004).

Os dados resultantes das coletas foram submetidos & analise de variancia (médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro) e de correlacdo de Pearson
(coeficiente de correlacdo linear simples ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo teste t). A

analise estatistica foi realizada com o programa estatistico SAS (Sas System, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes condicdes de luminosidade n&o influenciaram significativamente a atividade da
enzima catalase em tecidos foliares de A. millefolium L. (Figura 1A), mas os periodos de coleta
afetaram de forma significativa (Figura 1B), ndo sendo observada interacao entre esses fatores (Anexo
- Tabela D).
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Figura 1. Atividade das enzimas catalase (CAT) (A) (B) e ascorbato peroxidase (APX) (C) (D) em
folhas de Achillea millefolium L. submetida a diferentes condi¢Ges de luminosidade (luz plena e
sombreamento com malha preta, azul e vermelha) e periodos de coleta (oito semanas de
sombreamento - 8SS, duas e quatro semanas apds o sombreamento - 2SAS e 4SAS). Médias seguidas
por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras representam o desvio padréo

da média de quatro repeticdes.
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Resultado similar foi encontrado em folhas de plantas de trigo (Triticum aestivum L.), na qual
foi observado que a atividade da catalase ndo apresentou diferenca significativa entre os espectros de
luz vermelho, azul, verde e branco (Causin et al., 2006).

Esses resultados podem ser explicados pelo fato de que a catalase converte o peréxido de
hidrogénio em &gua e oxigénio no peroxissoma da célula vegetal, impedindo o acimulo dessa
substancia toxica e evitando danos celulares (Salvador e Henriques, 2004), na qual essa conversdo nao
é afetada nem estimulada de maneira significativa nos espectros de luz testados. Em contrapartida,
Jiang et al. (2005) verificaram em Paspalum vaginatum S. que a baixa intensidade de luz, causa
decréscimo da atividade da catalase.

Segundo Cakmak e Horst (1991), a reducdo na atividade da catalase indica que, em plantas
mantidas em condicGes de estresse, 0 perdxido de hidrogénio gerado é mais consumido em processos
oxidativos, como na peroxidacéo lipidica, do que eliminado do metabolismo. Isso porque em células
aerobicas, os radicais superdxidos e peréxido de hidrogénio reagem formando o radical hidroxila, que
por sua vez atuam sobre os acidos graxos poli-insaturados das membranas, ocasionando a peroxidacao
dessas moléculas.

A atividade da enzima catalase foi incrementada em plantas com quatro semanas apds o
sombreamento (Figura 1B). Similarmente, Burritt e Mackenzie (2003) relataram que a transferéncia
das plantas de begbnia (Begonia erythrophylla J.) da baixa intensidade luminosa para a alta
intensidade luminosa, provocou um aumento rapido da atividade da catalase. Esta pesquisa indica que
a aclimatacdo fisiologica as condi¢Ges variaveis de luz, estava intimamente associada com as
mudancas nos mecanismos fotoprotetores.

Em plantas de orquideas (Phalaenopsis sp.) a atividade da catalase em tecidos foliares foi
incrementada na transferéncia das plantas de um ambiente de baixa luminosidade para alta (Ali et al.,
2005). Pode-se observar com esses resultados que o aumento da catalase, em virtude do processo de
aclimatacdo das plantas em ambiente com alta intensidade luminosa, gera um mecanismo de protecdo
contra a foto-oxidag&o.

A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) em folhas de A. millefolium L. foi
influenciada de maneira significativa pela qualidade de luz (Figura 1C), mas ndo foi afetada
significativamente pelos periodos de coleta (Figura 1D), ndo ocorrendo interacdo entre esses fatores
(Anexo - Tabela D).

Pode-se analisar que os espectros de luz plena, azul e vermelha estimularam fortemente a
atividade da ascorbato peroxidase, ao passo que a atenuacdo da intensidade da luz pela malha preta
reduziu a acdo dessa enzima (Figura 1C). Padréo de resposta semelhante foi encontrado em Paspalum
vaginatum S., na qual o espectro de luz proporcionado pelo sombreamento com malha preta reduziu a
atividade da ascorbato peroxidase, demonstrando que o estresse por reducdo da intensidade luminosa

fotossinteticamente ativa ndo induz a atividade da APX (Jiang et al., 2005).
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Resultados similares foram verificados ainda em folhas das plantas medicinais noni (Morinda
citrifolia) (Baque et al., 2010) e eleutero (Eleutherococcus senticosus) (Shohael et al., 2006), em
relacdo ao espectro de luz azul, o qual estimulou fortemente a atividade da enzima ascorbato
peroxidase.

Em aveia (Avena sativa L.) a intensidade de luz proporcionada pela malha preta reduziu a a¢éo
da enzima ascorbato peroxidase e as malhas azul e vermelho incrementaram a atividade dessa enzima
(Mastropasqgua et al., 2012), na qual esse estimulo enziméatico pode estar diretamente relacionado ao
aumento do teor de ascorbato, em virtude da qualidade de luz.

Kubo et al. (1999) afirmaram que o estimulo da atividade da enzima ascorbato peroxidase é
responsivo a diferentes estresses abioticos, como por exemplo, estresse por luz, apresentando nesse
caso, um papel crucial na eliminacdo do H,O, das células vegetais.

Em virtude da catalase estar ausente nos cloroplastos, a degradagdo do H,O, nesta organela é
feita pela ascorbato peroxidase, associada as membranas do tilacéide (Foyer e Noctor, 2005). Com
isso, a alta atividade da ascorbato peroxidase, nos tecidos foliares, pode ser um indicio de estresse
oxidativo, afetando também os cloroplastos das plantas.

O processo de aclimatagdo do vegetal ao novo ambiente suprido por luz solar, apds passar por
um estresse abiotico, envolve um complexo de ordem complementar, alterando estruturas e funcgdes
gue permitem um ganho na eficiéncia de carbono (Burritt e Mackenzie 2003). A planta medicinal em
estudo adquiriu plena recuperagdo da capacidade antioxidante nos periodos de aclimatacéo estudados,
visto que a APX manteve niveis de atividade equivalentes as plantas ndo sombreadas nos periodos de
reposicéo a luz plena.

O estudo realizado com A. millefolium L. vai de encontro com o trabalho realizado por
Gonzalez et al. (1998) que cita a capacidade antioxidante dos tecidos foliares dos vegetais pode ser
modificada em longo prazo de aclimatacdo a luz solar, conferindo dessa forma uma tolerancia ao
estresse oxidativo.

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em folhas de A. millefolium L. foi
influenciada pela interagdo significativa entre os fatores, condi¢Ges de luminosidade e periodos de
coleta (Anexo - Tabela D).

Pode-se verificar que a atividade da superéxido dismutase foi estimulada de forma
significativa nas plantas sombreadas com malha preta, vermelha e azul, em rela¢do as plantas mantidas
sob luz plena. Este efeito foi mantido e intensificado quando as plantas retornaram as condic¢des
naturais de luz, duas semanas ap6s sombreamento, porém apds permanecerem quatro semanas nessa
condicdo, a atividade retornou aos niveis do controle, sugerindo a recuperacao plena das plantas ao

estresse oxidativo imposto pelas mudancas nas varia¢fes de luminosidade (Figura 2A).
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Figura 2. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) (A) e glutationa redutase (GR) (B) em
folhas de Achillea millefolium L., submetida a diferentes condi¢fes de luminosidade (luz plena e
sombreamento com malha preta, azul e vermelha) e periodos de coleta (oito semanas de
sombreamento - 8SS, duas e quatro semanas apds o sombreamento - 2SAS e 4SAS). Médias seguidas
por letras mailsculas comparam o mesmo periodo de coleta dentro das diferentes luminosidades e
letras mindsculas comparam os diferentes periodos de coleta dentro de uma mesma condicdo
luminosa, na qual letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras representam o

desvio padrdo da média de quatro repeticdes.

Resultados similares foram verificados nas folhas das plantas medicinais noni (Morinda
citrifolia) (Baque et al., 2010) e eleutero (Eleutherococcus senticosus) (Shohael et al., 2006), na qual o
espectro de luz vermelha estimulou fortemente a atividade da enzima superdxido dismutase.

O estresse por luminosidade resulta na producdo de espécies reativas de oxigénio nas plantas,
causando um estresse oxidativo (Kubo et al., 1999) e nesse estudo pode-se verificar que as plantas de
mil-folhas apresentaram uma capacidade de degradar o excesso de superdxido e de liberar a formacao
de H,0,, mensurada através da acdo da enzima superoxido dismutase, que se mostrou fortemente ativa
nessas condicOes. Esta enzima, com alta atividade durante o tratamento por estresse por luz, pode
desempenhar um papel extremamente importante na tolerdncia ao meio e na defesa contra o estresse
abidtico (Kubo et al., 1999).
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A atividade da superoxido dismutase foi fortemente acentuada em plantas com duas semanas
de readaptagdo ao ambiente natural, mostrando atividade significativamente maior que plantas
mantidas sob luz plena (controle). Um aumento da atividade desta enzima, em plantas submetidas a
diferentes espectros de luminosidade, em processo inicial de aclimatacdo ao novo ambiente com alta
intensidade de luz, gera um mecanismo de prote¢cdo contra a foto-oxidacdo (Ali et al., 2005). Este
efeito foi minimizado em plantas com quatro semanas de readaptacdo ao ambiente natural, visto que a
atividade da SOD se equivaleu as plantas mantidas sob luz plena (controle).

A acdo da superoxido dismutase na presenca de luz plena (controle) foi incrementada de
maneira significativa em plantas com duas e quatro semanas ap0s 0 sombreamento, o0 que pode estar
relacionado ao ajuste fisiologico da planta as variacBes climaticas (aumento da precipitacdo
pluviométrica e redugdo da temperatura). J& nos espectros e intensidade de luz impostos pelas malhas
preta, azul e vermelha, a atividade foi mais elevada na segunda semana apos retorno das plantas as
condi¢bes naturais de luminosidade do que durante o periodo de sombreamento, sugerindo a
importancia da SOD na adaptacdo da planta ndo somente ao estresse provocado pela deficiéncia de
luz, mas também na prevencédo dos danos foto-oxidativos.

Similarmente, Burritt e Mackenzie (2003) relataram que a transferéncia das plantas de begbnia
(Begonia erythrophylla J.) para a alta intensidade luminosa provocou um incremento rapido da acéo
da superoxido dismutase. Esses dados apontam que a aclimatacdo fisioldgica as condicoes diversas de
luz, estava intimamente ligada com as modificacGes nos mecanismos fotoprotetores.

A enzima superoxido dismutase € considerada a primeira enzima a atuar no sistema
antioxidante, realizando a dismutacdo do radical superoxido a peroxido de hidrogénio. Na espécie
medicinal Bacopa monnieri L. foi observado um incremento da atividade dessa enzima frente aos
tratamentos estressores. Possivelmente devido ao aumento nos niveis de superéxido, promovendo um
incremento na expressdo do gene para biossintese da superdxido dismutase (Sinha e Saxena, 2006).

A capacidade de manter a atividade da superoxido dismutase e ascorbato peroxidase em niveis
elevados, sob condicBes de estresse abidtico, é essencial para que haja equilibrio entre a formacao e
remogdo de H,O, do ambiente intracelular (Matés, 2000). Por outro lado, sob condi¢des estressantes a
formacdo de radicais livres pode exceder a capacidade de sua remocao, culminando assim, em estresse
oxidativo (Benavides et al., 2005).

O aumento no conteudo de H,O,, oriundo da dismutacéo dos radicais superoxidos pela acéo da
superdxido dismutase ou por outros processos como a fotorespiragéo, frente ao estresse abiotico, causa
elevacdo, no tecido foliar dos vegetais, da atividade da ascorbato peroxidase, com o intuito de tentar
manter baixo o conteildo desta espécie reativa de oxigénio (Dey, et al., 2007).

Em A. millefolium L. essa coordenagéo entre a atividade da SOD e APX parecem nédo seguir
esse padrédo, possivelmente em funcdo dessa planta estar expressando o potencial maximo de sintese e

atividade da APX frente as condigdes ambientais impostas a planta.
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A acdo da enzima glutationa redutase (GR) em tecidos foliares de A. millefolium L. foi
influenciada pela interagdo significativa entre os fatores, condi¢des de luminosidade e periodos de
coleta (Anexo - Tabela D).

A atividade da GR foi estimulada de forma significativa pelas malhas vermelha e azul em
plantas sombreadas por oito semanas, tendo efeito menor naguelas cultivadas sob a malha preta. Os
resultados sugerem que a mudanc¢a na qualidade de luz foi mais importante do que a redugdo da
intensidade sobre a atividade da GR (Figura 2B).

Resultados similares foram verificados nos tecidos foliares da planta medicinal eleutero
(Eleutherococcus senticosus) (Shohael et al., 2006), na qual as malhas vermelha e azul estimularam
fortemente a atividade da enzima glutationa redutase ao passo que o sombreamento com a malha preta
provocou decréscimo da atividade.

O incremento da acdo da glutationa redutase sob luz vermelha é desencadeado pelo aumento
na sintese de espécies reativas de oxigénio, evitando o estresse oxidativo. Essa enzima atuando na
célula vegetal gera uma capacidade de suporte para as plantas, pois mantém os niveis de glutationa na
forma reduzida (Shohael et al., 2006).

A atividade da glutationa redutase foi fortemente acentuada sob todos 0s espectros testados,
ndo diferindo estatisticamente, entre plantas com duas semanas de readaptacdo ao ambiente natural.
No entanto, a readaptacdo das plantas sombreadas com malha preta provocou aumento significativo da
atividade da GR. Similarmente, Burritt e Mackenzie (2003) relataram que a transferéncia das plantas
de begbnia (Begonia erythrophylla J.) para a alta intensidade luminosa, provocou um aumento da
atividade da glutationa redutase, mostrando que a aclimatacgdo fisiol6gica as diferentes condigdes de
luminosidade, estava extremamente ligada com as altera¢Ges nos mecanismos fotoprotetores.

Pode-se verificar que a atividade da GR foi influenciada pelos espectros de luz testados, pois
mesmo apOs quatro semanas de retorno a condicdo natural de luz, as plantas provenientes do
tratamento com malha vermelha apresentaram elevada atividade da enzima, semelhante as plantas ndo
sombreadas, significativamente maiores do que aquelas provenientes do sombreamento com malhas
preta e azul.

A acdo da glutationa redutase na presenca de luz plena foi incrementada de maneira
significativa ao longo do experimento, o que pode estar relacionado ao ajuste fisioldgico das plantas as
variagdes climéticas (aumento da precipitagcdo pluviométrica e reducdo da temperatura). J& em plantas
sombreadas com malha preta, a atividade enzimética foi estimulada com o retorno das plantas a luz
plena (duas semanas ap6s sombreamento), decrescendo aos niveis iniciais na quarta semana de
readaptacdo e naquelas submetidas as malhas azul e vermelha, a atividade ndo foi influenciada de
forma significativa durante o processo de readaptacdo das plantas a condi¢éo de luminosidade natural.

Os efeitos exibidos em A. millefolium L. pela qualidade de luz indicou uma diferenca marcante

nas atividades das enzimas antioxidantes catalase, ascorbato peroxidase, superéxido dismutase e



74

glutationa redutase, na qual essa caracteristica pode ser atribuida pelos diversos mecanismos de
protecdo aos danos oxidativos, causados pelo estresse desencadeado pelas mudangas na intensidade e
qualidade de luz frente aos espectros testados. Dessa forma, essa variacdo na acdo desses sistemas
enzimaticos fornece uma evidéncia de que ocorreu nessa planta uma exploséo oxidativa.

A correlacdo positiva observada entre a atividade das enzimas APX/GR e SOD/GR em A.
millefolium L. reforca o papel cooperativo dessas enzimas em aliviar o estresse oxidativo
desencadeado pelas diferentes condi¢Bes de luminosidade (Tabela 1).

As diferentes condi¢des de luminosidade e os periodos de coleta influenciaram de maneira
significativa o teor de peroxido de hidrogénio (H,O,) em folhas de A. millefolium L., ndo ocorrendo
interacdo entre esses fatores (Anexo - Tabela D).

Pode-se analisar que a reducdo da intensidade luminosa pelas malhas preta, azul e vermelha
estimulou de forma significativa o acimulo de perdxido de hidrogénio em relacdo as plantas mantidas
sob luz plena, ndo havendo diferenca entre os efeitos dos espectros preto, azul e vermelho sobre essa
variavel (Figura 3A).
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Figura 3. Teor de peroxido de hidrogénio (H,O,) em tecidos foliares de Achillea millefolium L.,
submetida a diferentes condicGes de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha preta, azul e
vermelha) (A) e periodos de coleta (oito semanas de sombreamento - 8SS, duas e quatro semanas apos
0 sombreamento - 2SAS e 4SAS) (B). Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste

de Tukey (p<0,05). Barras representam o desvio padrdo da média de quatro repeticGes.
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Resultados similares foram verificados nos tecidos foliares da planta medicinal eleutero
(Eleutherococcus senticosus) (Shohael et al., 2006), na qual o espectro de luz vermelha estimulou o
teor de perdxido de hidrogénio.

A producdo de espécies reativas de oxigénio, como o perdxido de hidrogénio, € um evento
precoce nas plantas em resposta ao estresse, atuando como um mensageiro secundario para sinalizar as
reacGes de defesa. A formacdo desse peroxido € um fendmeno importante na transducgdo de sinal,
induzida pelas condi¢des de estresse, 0 que altera o conteido de agentes redox da célula (Low e
Merida, 1996).

O teor de perdxido de hidrogénio foi estimulado em plantas com duas e quatro semanas de
readaptacdo ao ambiente natural (Figura 3B). E provavel que tenha ocorrido um grande acréscimo do
teor de perdxido de hidrogénio nos tecidos foliares em um periodo anterior ao analisado, logo depois
do retorno das plantas a condicéo de luz plena como resultado de danos foto-oxidativos, similarmente
ao encontrado por Burritt e Mackenzie (2003) em plantas de begbnia (Begonia erythrophylla J.) apés
transferéncia para ambiente com alta intensidade luminosa.

O fato desses efeitos ndo diferirem entre os tratamentos com luz, indicam uma readaptacdo das
plantas frente ao estresse oxidativo e o incremento do teor de H,O, nesses periodos de avaliacéo,
semelhante as plantas ndo sombreadas, pode ser resultado da influéncia do meio, especialmente as
variagdes climaticas (aumento da precipitagdo pluviométrica e reducdo da temperatura), associadas ao
desenvolvimento da planta. A correlagdo positiva (+0,45) (Tabela 1) observada entre a atividade da
SOD e o teor de H,O, contribui para 0 aumento desse composto, uma vez que é produto da SOD e a
enzima APX (Figura 1D) responsavel pela sua degradacdo, ndo foi responsiva nesses tratamentos.

A peroxidagdo de lipidios, representada pelo teor de malondialdeido (MDA), em tecidos
foliares de A. millefolium L. foi influenciada pela interagdo significativa entre os fatores, condi¢bes de
luminosidade e periodos de coleta (Anexo - Tabela D).

O nivel de peroxidagdo lipidica decresceu significativamente nas plantas cultivadas com as
malhas azul e vermelho, em relagdo as plantas mantidas sob luz plena ou sombreadas com malha
preta, ndo diferindo entre si, sugerindo que este efeito esteve relacionado a qualidade da luz recebida
pelas plantas durante o cultivo, o que minimizou os efeitos oxidativos (Figura 4).

Resultados similares foram verificados nas folhas da planta medicinal noni (Morinda
citrifolia) (Baque et al., 2010), na qual o espectro de luz azul reduziu o nivel de peroxidacéo lipidica.
J& em plantas de orquideas (Phalaenopsis sp.), o nivel de peroxidacdo de lipidios em tecidos foliares
foi incrementado na presenca de alta intensidade de luz (Ali et al., 2005).

A peroxidacdo lipidica ndo foi influenciada pelos espectros de luz, em plantas com duas e
quatro semanas de readaptacdo a luz solar, na qual os acréscimos significativos para cada tratamento,
ao longo dessas avaliagdes, pode ser resposta ao desenvolvimento da planta e as variagdes climaticas

(aumento da precipitacdo pluviométrica e reducdo da temperatura). No entanto, o incremento do



76

contetdo de malondialdeido em relagdo ao primeiro periodo de avaliacdo, foi maior nas plantas
sombreadas, sugerindo um maior impacto oxidativo em relagéo as plantas sob luz plena (controle), o
que pode estar associado ao aumento da intensidade luminosa na segunda e quarta semana apos
sombreamento. O pequeno aumento da catalase em relacdo ao aumento do teor de malondialdeido,
frente ao periodo de aclimatacdo, mostra a contribuicdo dessa enzima em aliviar o estresse oxidativo,
justificando pela baixa correlagdo positiva (+0,34) (Tabela 1), frente aos tratamentos.

O malondialdeido, produto de decomposicdo de hidroperoxidos de &cidos graxos
poliinsaturados, € um biomarcador para medir o grau de estresse oxidativo, na qual o nivel de
peroxidacdo lipidica € uma consequéncia do aumento do teor de peréxido de hidrogénio (Scandalios,
2002). Complementando essa informacdo, foi observada uma correlagcdo positiva entre o teor de
peréxido de hidrogénio e de malondialdeido em plantas de A. millefolium L. sugerindo que a
peroxidacéo lipidica observada deve-se em grande parte ao teor de perdxido de hidrogénio acumulado
nos tecidos vegetais (Tabela 1).

No entanto, o peroxido de hidrogénio tem uma grande importancia nos sistemas biolégicos
pela facilidade de difusdo através da camada bilipidica da membrana celular (Scandalios, 2002). A
reacdo desse radical com os lipidios é capaz de desencadear uma cascata de rea¢des, culminando na
peroxidacdo de lipidios. Alteracdes na estrutura e nas fungGes das membranas, resultante da
peroxidacao de lipidios, sdo também caracterizados sob diversos estresses e podem resultar em danos
ao funcionamento celular (Mittler et al., 2004).
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Figura 4. Peroxidacao lipidica (MDA) em folhas de Achillea millefolium L., submetida a diferentes
condi¢des de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha preta, azul e vermelha) e periodos
de coleta (oito semanas de sombreamento - 8SS, duas e quatro semanas ap6s 0 sombreamento - 2SAS
e 4SAS). Médias seguidas por letras mailsculas comparam o mesmo periodo de coleta dentro das
diferentes luminosidades e letras minasculas comparam os diferentes periodos de coleta dentro de uma
mesma condi¢do luminosa, na qual letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Barras representam o desvio padrdo da média de quatro repetigdes.
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A concentragdo de ascorbato em folhas de A. millefolium L. foi influenciada pelas diferentes
condi¢des de luminosidade e periodos de coleta, com interagdo significativa entre esses fatores (Anexo
- Tabela D).

A reducdo da intensidade luminosa pelas malhas preta e azul causaram reducéo significativa
no acumulo de ascorbato, ao passo que 0 sombreamento com malha vermelha ndo provocou alteracéo
nesse metabolito em relacdo as plantas cultivadas sob luz plena. O mesmo efeito desses tratamentos
foi observado nas plantas com duas semanas de readaptacdo ao ambiente natural (Figura 5). A reducéo
do teor de ascorbato na presenga de baixa intensidade luminosa pode ser devido a limitagdo de
substrato e/ou do nivel baixo da atividade da enzima responsavel pela sintese de ascorbato
(Mastropasqua et al., 2012).

Similarmente, em plantas de aveia (Avena sativa L.), o espectro de luz azul reduziu o acimulo
de ascorbato, enquanto o espectro de luz vermelha promoveu um aumento no acumulo deste
composto, evidenciando que os receptores de luz vermelha e a excitacdo do fitocromo podem estar
envolvidos no controle da producdo de ascorbato (Mastropasqua et al., 2012). Também em plantas de
mostarda branca (Sinapis Alba L.), a luz vermelha incrementou o nivel de ascorbato (Bienger e
Schopfer, 1970).
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Figura 5. Concentragdo de ascorbato (Asc) em folhas de Achillea millefolium L., submetida a
diferentes condicGes de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha preta, azul e vermelha) e
periodos de coleta (oito semanas de sombreamento - 8SS, duas e quatro semanas apds O
sombreamento - 2 SAS e 4SAS). Médias seguidas por letras maitsculas comparam o mesmo periodo
de coleta dentro das diferentes luminosidades e letras mindsculas comparam os diferentes periodos de
coleta dentro de uma mesma condicdo luminosa, na qual letras distintas diferem entre si pelo teste de

Tukey (p<0,05). Barras representam o desvio padrdo da media de quatro repetigdes.
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Em plantas sombreadas com malha preta, houve aumento significativo do teor de ascorbato
com a readaptacdo a luz natural, porém com menor intensidade em relacdo as plantas mantidas
permanentemente sob luz plena. Em plantas submetidas as malhas azul e vermelha, a concentracao de
ascorbato ndo sofreu alteragdo significativa com o retorno das plantas a luz plena (Figura 5).

Esses resultados sugerem que a sintese de ascorbato por vias de percep¢do da qualidade de luz,
constitui uma rede interativa que desencadeia um processo de transducdo de sinal que controla essa
producdo (Mastropasqua et al., 2012).

O mecanismo de sintese de ascorbato pode ser fotoinduzido mediante as diferentes
intensidades de luz. O aumento da concentracdo de ascorbato nos vegetais na presenca de luz pode ser
devido a maior reducdo das taxas de produtos de oxidacdo, denominados de monodeidroascorbato e
deidroascorbato (Smirnoff, 1996).

Os incrementos da enzima ascorbato peroxidase e do contetdo de ascorbato podem ajudar
sinergicamente na prevencdo ao dano oxidativo celular, devido ao aumento da sintese de espécies
reativas de oxigénio durante a presenca de luz, tal como o perdxido de hidrogénio, que €
continuamente gerado por diversas fontes do metabolismo vegetal (Mastropasqua et al., 2012).

O ascorbato, componente do ciclo ascorbato glutationa, é considerado um dos principais
antioxidantes sollveis e tem a funcdo de eliminar o peroxido de hidrogénio em reacédo catalisada pela
enzima ascorbato peroxidase, atividade correlacionada com o célcio citosolico. Nesse ciclo, o
ascorbato é oxidado pela ascorbato peroxidase em monodeidroascorbato que é espontaneamente
transformado em ascorbato e deidroascorbato (Smirnoff, 1996). A correlagdo positiva observada entre
0 teor de ascorbato e a atividade da enzima APX pode explicar as varia¢des desse metabolito entre os
tratamentos (Tabela 1).

As condicdes de luminosidade e o periodo de retorno das plantas a condicdo de luz plena
influenciaram de maneira significativa o teor de deidroascorbato em folhas de A. millefolium L., ndo
sendo observada interacdo entre esses fatores (Anexo - Tabela D).

A reducdo da intensidade de luz pela malha preta ndo influenciou a concentragdo de
deidroascorbato apds oito semanas de sombreamento, apresentando menor efeito na presenca das
malhas azul e vermelho (Figura 6A).

Mastropasqua et al. (2012) estudando Avena sativa L. sob os espectros de luz azul, vermelha e
branca observaram que ndo ha influencia significativa no acimulo de deidroascorbato, resultado
diferente ao encontrado com A. millefolium L., sugerindo que cada espécie vegetal responde de forma
diferente ao estresse por luz.

O acumulo de deidroascorbato foi estimulado em plantas com quatro semanas de readaptacao
ao ambiente natural (Figura 6B), na qual os danos foto-oxidativos causados pela re-exposicdo das

plantas a luz plena, devem ter estimulado o consumo de ascorbato, visto que o teor de seu produto de
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oxidacdo, deidroascorbato apresentou elevada correlagdo positiva (+0,69) com o teor de
malondialdeido (Tabela 1).

O ascorbato, além de ser um antioxidante ndo enzimatico, atua como cosubstrato da ascorbato
peroxidase e, portanto, seu conteudo intercelular pode ser alterado em funcdo da atividade dessa
enzima, gerando deidroascorbato (Asada, 1999) ou via reducdo direta de radicais livres gerados

durante o periodo de estresse.
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Figura 6. Concentracdo de deidroascorbato (DHA) em tecidos foliares de Achillea millefolium L.,
submetida a diferentes condicGes de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha preta, azul e
vermelha) (A) e periodos de coleta (oito semanas de sombreamento - 8SS, duas e quatro semanas apos
0 sombreamento - 2SAS e 4SAS) (B). Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). Barras representam o desvio padrdo da média de quatro repeticGes.

A atividade antioxidante, verificada através da capacidade dos extratos de folhas e flores de A.
millefolium L. em sequestrar o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), em porcentagem de
inibicdo, foi influenciada pela interacdo significativa entre os fatores condi¢fes de luminosidade e
diferentes solventes extratores (Anexo - Tabela F).

A atividade inibitéria do radical DPPH pelos extratos de acetato de etila e cloroférmico
obtidos a partir de folhas ndo foi influenciada significativamente pelos espectros de luz testados. Em
relacdo ao extrato etandlico, a atividade inibitoria foi altamente estimulada pela malha vermelha, ndo

havendo diferenca entre as demais condigdes de luminosidade. J& a atividade inibitdria do extrato
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metanolico reduziu significativamente nas folhas de plantas submetidas aos tratamentos com malhas
preta, azul e vermelha, ndo diferindo entre si em relagéo a luz plena (Figura 7A).

Na presenca de luz plena, os extratos de folhas com maior atividade inibitéria foram o
etandlico e metandlico. Em plantas cultivadas com malha preta, as maiores atividades foram obtidas
com estes extratos, ndo diferindo da atividade encontrada para o extrato cloroférmico. Ja os espectros
de luz azul e vermelha incrementaram no aumento significativo da atividade antioxidante do extrato
etanolico (Figura 7A).
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Figura 7. Porcentagem de inibicdo do radical DPPH pelos extratos de acetato de etila, cloroférmico,
etanodlico e metandlico de tecidos foliares (A e C) e de flores (B e D) de Achillea millefolium L.,
submetida a diferentes condi¢es de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha preta, azul e
vermelha) e periodos de coleta (oito semanas de sombreamento - 8SS e quatro semanas apos
sombreamento - 4SAS). Médias seguidas por letras maiusculas comparam tratamentos (condi¢fes de
luminosidade ou periodos de coleta) para cada extrato e letras minGsculas comparam 0s extratos
dentro de um mesmo tratamento, na qual letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Barras representam o desvio padrdo da média de quatro repeticdes.

Similarmente, pode-se verificar que o extrato etandlico de folhas secas da planta medicinal
Couepia grandiflora Benth., conhecida como fruta-de-ema, mostrou-se ativo frente ao radical DPPH
(Zuque et al., 2004).

A alta atividade antioxidante dos extratos etanolico, estimulada pela malha vermelha, e

metandlico, incrementada na presenca de luz plena, pode ser devido a esses solventes apresentarem
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grande afinidade pelos compostos fendlicos, como por exemplo, os fenois e flavonoides, que fazem
parte do sistema antioxidante ndo enzimatico (Yilmaz e Toledo, 2006).

Em estudos utilizando diferentes solventes para extracdo de compostos com atividade
antioxidante evidencia-se que o tipo de solvente afeta a composicdo fendlica e, consequentemente, a
atividade antioxidante (Yilmaz e Toledo, 2006), mas é provavel que a atividade antioxidante dos
extratos seja resultado do sinergismo entre os compostos identificados, bem como com outros
componentes que possam ser extraidos, como o ascorbato e carotenoides (Vasco et al., 2008).

A atividade inibitéria dos extratos de acetato de etila decresceu significativamente guando
provenientes de flores de plantas sombreadas. Ja a atividade antioxidante dos extratos cloroférmico,
etanolico e metanolico ndo foi influenciada pelos espectros de luz testados (Figura 7B).

Os extratos de flores com maior atividade inibitdria foram o etandlico seguido do metandlico,
semelhante ao observado com os extratos de folhas da planta em estudo, porém independentemente da
condigéo de luminosidade (Figura 7B).

Similarmente, pode-se verificar que o extrato etandlico de flores secas da planta medicinal
Calceolaria chelidonioides Humb., conhecida como calceolaria, mostrou-se ativo frente ao radical
DPPH (Falcéo et al., 2006).

A porcentagem de inibicdo do radical DPPH em folhas e flores de A. millefolium L. foi
influenciada pela interagdo significativa entre os fatores periodos de coleta e diferentes solventes
extratores (Anexo - Tabela F).

A atividade inibitéria dos extratos de folhas obtidos com diferentes solventes diferiu nas
plantas com quatro semanas de readaptacdo as condi¢des de luz plena, sugerindo que a mudanca de
condicdo influenciou na composicdo ou teor de compostos antioxidantes de natureza fendlica no
periodo avaliado, ndo podendo ser excluida a possibilidade de um aumento transitério em periodo
anterior, em resposta a possivel protecdo contra danos foto-oxidativos desses compostos (Figura 7C).

A atividade inibitéria foi incrementada pelos extratos etandlico e metandélico obtidos de flores,
ndo diferindo entre si em plantas sombreadas por oito semanas e em plantas com quatro semanas de
readaptacdo ao ambiente natural. A atividade antioxidante do extrato de acetato de etila foi 0 menos
eficiente nos extratos obtidos das plantas nas duas condi¢Ges de tratamento, apresentando atividade
significativamente inferior aos demais extratores (Figura 7D).

A atividade inibitéria dos extratos de acetato de etila, cloroférmico, etandlico e metandlico
obtidos de flores ndo foi estimulada pela mudan¢a da intensidade luminosa durante o retorno das
plantas a condi¢do de luz plena, apresentando resultados semelhantes aos obtidos com os extratos
provenientes de folhas, com excecdo do extrato de acetato de etila. Em ambos periodos de coleta,
durante e apds o sombreamento, a atividade inibitéria mais elevada foi obtida no extrato etanélico
(Figura 7D).
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No que se refere a atividade antioxidante, mensurada através da capacidade dos extratos
foliares e de flores em sequestrar o radical DPPH, expressa em porcentagem de inibicéo, evidenciou-
se que a qualidade de luz causa estresse oxidativo em A. millefolium L. (Figuras 7A e 7B).

Observando as médias de todas as varidveis, pode-se verificar que a atividade inibitoria dos
extratos acetato de etila, etandlico e metandlico foi maior em flores do que folhas de A. millefolium L.,
evidenciando que a atividade antioxidante é mais significativa em extratos de estruturas reprodutoras.
Esses resultados apontam que os extratos de flores devem apresentar maior contelldo de compostos
fendlicos, que fazem parte do sistema antioxidante.

A correlacdo negativa entre a atividade de redu¢do do DPPH do extrato de acetato de etila de
folhas e teor de ascorbato (-0,43) ou de seu produto de oxidacdo, o deidroascorbato (-0,67) sugerem
que 0 mecanismo antioxidante promovido pelo grupo de moléculas extraidos com esse solvente se
relaciona com o teor de &cido ascoOrbico, mas atuam de forma independente, embora, em nivel
fisioldgico possivelmente atuem sinergeticamente contra os danos oxidativos. O mesmo pode ser
observado pela atividade de reducdo do DPPH do extrato cloroférmico ou etandlico e teor de
deidroascorbato, que apresentaram correlacGes negativas de (-0,64) e de (-0,51), respectivamente
(Tabela 1).

A correlacdo positiva, observada entre a atividade inibitoria dos extratos foliares obtido com
o0s solventes acetato de etila e cloroférmio (+0,68) e etanol e cloroférmio (+0,65), sugere que, embora
a maior atividade antioxidante tenha sido detectada no extrato etandlico, é possivel que pelo menos
parte das moléculas com agdo antioxidante sejam extraidas com solventes de polaridades distintas. O
mesmo resultado pode ser atribuido ao obtido com flores, considerando a correlacdo positiva obtida
entre a atividade inibitéria dos extratos acetato de etila e cloroférmico (+0,51) e metandlico e
cloroférmico, nesse caso um pouco mais elevada (+0,69), sugerindo que as moléculas com maior agdo

antioxidante sejam melhores extraidas em solventes com polaridade mais elevada (Tabela 1).
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Tabela 1. Coeficiente de correlacdo de Pearson entre enzimas antioxidantes, atividade antioxidante,
teores de peroxido de hidrogénio, malondialdeido, ascorbato e deidroascorbato

Correlacédo Coeficiente de correlacédo linear simples (r)*
Ascorbato peroxidase/Glutationa redutase +0,43
Superoxido dismutase/Glutationa redutase +0,58
Peroxido de hidrogénio/Malondialdeido +0,54
Ascorbato peroxidase/Ascorbato +0,35
Catalase/Malondialdeido +0,34
Superoxido dismutase/Peroxido de hidrogénio +0,45
Malondialdeido/Deidroascorbato + 0,69
Extrato acetato de etila/Extrato cloroférmico (folhas) + 0,68
Extrato etanolico/Extrato cloroférmico (folhas) + 0,65
Extrato acetato de etila/Extrato cloroférmico (flores) +0,51
Extrato metandlico/Extrato cloroférmico (flores) +0,69
Ascorbato/Extrato acetato de etila (folhas) -0,43
Deidroascorbato/Extrato acetato de etila (folhas) - 0,67
Deidroascorbato/Extrato cloroférmico (folhas) -0,65
Deidroascorbato/Extrato etanélico (folhas) -0,51

(*) Significativos ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t.

CONCLUSOES

A qualidade de luz e os diferentes periodos de coleta influenciam o sistema de defesa
antioxidante enzimatico e ndo enziméatico em A. millefolium L.

O estresse por reducdo de luminosidade ndo induz a atividade da ascorbato peroxidase, mas a
atividade da superoxido dismutase é estimulada pela baixa intensidade de luz, podendo desempenhar
um papel importante na prevencao aos danos oxidativos.

A mudanca na qualidade de luz é mais eficiente do que a redugdo da intensidade luminosa
sobre a atividade da glutationa redutase.

A baixa intensidade de luz estimula o teor de peroxido de hidrogénio e o nivel de peroxidagdo
lipidica é reduzido na presenca dos espectros de luz azul e vermelha, minimizando os efeitos
oxidativos nas células.

A baixa intensidade luminosa, gerada pelas malhas preta e azul, diminui o acimulo de
ascorbato, podendo ser fotoinduzido por diferentes condigdes de luminosidade e o conteudo de

deidroascorbato é incrementado em processo de aclimatacdo ao novo ambiente com luz solar.
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A atividade de reducdo do DPPH é influenciada pelo solvente extrator, condi¢cdes de
luminosidade e periodos de coleta.
A atividade antioxidante é mais acentuada quando se utiliza extratos de flores, possivelmente

devido a um maior contetdo de compostos fendlicos.
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REVISTA QUIMICA NOVA (ISSN 1678-7064)

SINTESE DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM Achillea millefolium L. SOB

INFLUENCIA DA QUALIDADE LUMINOSA

SYNTHESIS OF SECONDARY METABOLITES IN Achillea millefolium L. UNDER
INFLUENCE OF LIGHT QUALITY. A. millefolium L. is considered important medicinal plant
with antibacterial, anti-inflammatory, antitumoral, antifungal and antioxidants properties. The
objective of this work was to analyse the influence of light quality secondary metabolites synthesis in
A. millefolium L. Plants were cultivated under light conditions (full light and blue, red and black
shade net) and collection periods (eight weeks of shading, two and four weeks after shading).
Synthesis of total phenols increased under full light and changes light conditions influenced the
production of total flavonoids. Light quality affected the essential oil yield and it was higher in flowers
than in leaves. Active compounds of essential oil were influenced by light quality. Farnesol was the
major compound of the oil extracted from leaves and in flowers were farnesol and chamazulene.
Therefore collection periods, varying light quality and intensity, influence production of total
flavonoid and phenols, oil yield, composition and level essential oil terpenoids of A. millefolium L.

Key words: yarrow, light, essential oil.

INTRODUCAO

A elucidacdo dos metabdlitos secundarios presentes nas plantas medicinais, bem como seus
mecanismos de a¢do, vem sendo um dos maiores desafios para a quimica farmacéutica, bioquimica e
farmacologia. As plantas medicinais contém inimeros constituintes quimicos ativos extraidos do 6leo
essencial e de seus extratos, na qual quando testados podem apresentar efeitos sinérgicos entre 0s
diferentes principios ativos, devido a presenca de compostos de classes ou estruturas diversas

contribuindo para a mesma atividade. **
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A espécie medicinal A. millefolium L. (mil-folhas), pertencente a familia Asteraceae, € uma
planta herbécea, perene, rizomatosa, de 30-50 cm de altura, possuindo folhas compostas e flores
dimorfas, reunidas em capitulos densamente corimbosos. E de clima temperado quente a subtropical,
tolerando condigdes climéticas extremas como o sol, geada, seca, frio e ndo se adapta a regides com
excesso de precipitagdes. A multiplicacdo se da por estacas de rizomas e por divisdo da touceira, o que
garante um desenvolvimento homogéneo. ®

Esta planta é nativa da Europa, América do Norte, Sul da Australia e Asia e suas propriedades
medicinais sdo atribuidas as atividades antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatoria, antiflngica,
antitumoral, dentre outras estudadas a partir de 6leo essencial e de seus extratos obtidos de flores,
folhas e raizes. %%

O dleo essencial desta planta é composto pelos monoterpenos (30-80%), sesquiterpenos (8-
62%) e em menor quantidade por outras substancias (1-3%), como alcoois, ésteres, aldeidos e
carotenoides. Os principais constituintes do 6leo essencial sdo sabineno, 3-pineno, canfora, borneol,
1,8-cineol, a-terpineol, 6xido de bisabolol, camazuleno, farnesol, cariofileno, linalool e eugenol. ®*

A cor azul deste 0leo essencial é devido & presenca do azuleno e compostos relacionados,
como o camazuleno, e muitos estudos focam sobre os azulenos e proazulenos (lactonas
sesquiterpénicas). A maior quantidade de proazuleno encontra-se nas inflorescéncias no inicio da
floracdo e as folhas produzem uma grande quantidade desse composto no mesmo estadio, sendo
menor do que nas flores. %’

Tendo em vista a importancia medicinal da planta A. millefolium L., investigacdes a respeito
do comportamento fisiol6gico desta espécie e suas respostas as condi¢des do ambiente tornam-se
necessarias ao aperfeicoamento dos métodos de cultivo. %

Dentre os fatores abi6ticos, a luz é um recurso fundamental para o desenvolvimento vegetal,
pois muitas respostas morfofisiolgicas ndo dependem apenas da presenca, atenuacao ou auséncia da
luz, mas da variagdo de sua qualidade espectral. **

As malhas redutoras da radiacdo ou malhas coloridas combinam a protec¢do fisica, juntamente

com a filtragem diferencial da radiac&o solar, promovendo respostas fisioldgicas reguladas pela luz. ¥’
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Pode-se estabelecer diferentes condicGes de cultivo para as plantas pela manipulagcdo da intensidade e
qualidade espectral através da utilizacdo de malhas. *°

Plantas que experimentam mudancas nas condicdes de luz sdo capazes de em maior ou menor
grau aclimatar-se a nova condicdo. Esta aclimata¢do ocorre no sentido de maximizar o ganho total de
carbono que pode ocorrer através de mudancas nas propriedades de assimilacdo pelas folhas, por meio
de ajustes fisioldgicos e alteragfes nas caracteristicas foliares relacionadas a fotossintese ou ainda a
mudancas no padrao de alocacdo de biomassa em favor da parte vegetativa mais afetada pela mudanca
de luz. *

Essa adaptacdo é o reflexo do desenvolvimento de mudancas em caracteristicas funcionais e
estruturais dos vegetais, associada aos fatores abidticos a que estdo expostos, resultando na
plasticidade fenotipica. Assim, pode-se definir a plasticidade fenotipica como sendo a habilidade que
um gendtipo tem de expressar diferentes fenétipos em resposta a distintos ambientes. **

Diversos fatores influenciam no teor e composic¢ao do 6leo essencial das plantas medicinais,
como intensidade luminosa, fotoperiodo, temperatura, sazonalidade, ritmo circadiano, disponibilidade
hidrica, nutricdo do solo, estadio de desenvolvimento e partes do vegetal. %%

A intensidade de radiacdo solar afeta a producdo de compostos secundarios dos tipos
fendlicos, como os flavonoides e fenois, pois protegem contra a fotodestruicdo ao absorver e/ou
dissipar a energia solar, dificultando assim a danificacdo dos tecidos vegetais. *° Além disso, a
intensidade de luz é um fator que influencia a concentracdo e composicdo de outras classes de
metabdlitos secundérios, como os terpenoides e alcaloides. *°

A extracdo de metabdlitos secundarios em plantas medicinais deve ser realizada em estruturas
vegetais com um alto controle de qualidade na pds-colheita e o processo de secagem é crucial para
preservar adequadamente os principios ativos, objetivando levar as plantas a baixos teores de umidade.
Desse modo, esse processo permite a conservacdo do material vegetal, mantendo sua integridade fisica
e quimica. No caso de plantas produtoras de Oleo, a secagem deve ser criteriosa em razdo da

volatilidade dos 6leos essenciais. *°
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Dessa forma, o conhecimento da qualidade e quantidade de metabdlitos secundarios é uma
ferramenta extremamente importante para o melhor entendimento de respostas fisioldgicas de plantas
medicinais as variacfes espectrais e intensidade luminosa.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta da espécie A. millefolium L.
guanto a sintese de metabolitos secundarios frente ao cultivo sob diferentes condi¢bes de luminosidade

e periodos de coleta.

PARTE EXPERIMENTAL

A espécie foi identificada taxonomicamente e as exsicatas foram catalogadas no herbéario PEL,
do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pelotas sob o nimero 24.600.

O cultivo de A. millefolium L. (mil-folhas) e a condugdo dos experimentos foram realizados
nas areas experimentais do Campus Pelotas - Visconde da Graga (CAVG) do Instituto Federal Sul-rio-
grandense, Pelotas, RS.

As mudas, obtidas por divisdo de touceiras, foram cultivadas em estufa e, entdo, transferidas
para a area experimental. A propagacdo foi realizada a partir de uma planta matriz, o que possibilita
identificar melhor os efeitos das altera¢cGes do ambiente promovidas pelos tratamentos. A base da area
experimental foi preparada utilizando pléstico preto para cobertura de solo, com a finalidade de
reduzir o nimero de plantas invasoras. As mudas obtidas, quando atingiram quatro meses de idade,
foram transferidas para o0 campo experimental e irrigadas através de um sistema de gotejamento.

O solo onde o experimento foi instalado é classificado como planossolo, que se caracteriza por
apresentar um horizonte B textural e condigdes de encharcamento, pela dificuldade de drenagem

natural.

Os teores de fosforo e potassio do solo foram corrigidos com superfosfato triplo e cloreto de
potéssio na proporgéo de 35 kg ha™ e 15 kg ha™, respectivamente, tendo como base as necessidades
nutricionais da espécie medicinal Calendula officinalis L., a qual pertence & mesma familia de mil-

folhas. Esse procedimento foi adotado devido a inexisténcia de recomendacdo de adubacdo para A.

millefolium L.
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As plantas foram submetidas a diferentes condi¢cBes de Iluminosidade: luz plena e
sombreamento obtido com malha azul, vermelha e preta. As malhas da marca ChromatiNet foram
fornecidas pela empresa Polysack Plastic Industries®.

As plantas sombreadas e as submetidas a luz plena permaneceram nestas condi¢Ges por oito
semanas, quando foi realizada a primeira coleta (metade do nimero de plantas e amostras de tecidos
foliares) e as malhas de sombreamento foram removidas. Ap6s duas semanas de readaptacdo ao
ambiente natural, amostras de folhas foram coletadas, caracterizando a segunda coleta. A outra metade
do numero de plantas e novas amostras de tecidos foliares foram coletadas com quatro semanas de
readaptacéo, finalizando a terceira coleta.

Os experimentos foram conduzidos sob um delineamento experimental em blocos
inteiramente casualizados, em um fatorial 4x3 (condi¢Ges de luminosidade e periodos de coleta) (para
extracdo e quantificagdo de fenois totais) e 4x2 (condigdes de luminosidade e periodos de coleta) (para
extracdo e quantificacdo de flavonoides totais e rendimento e composi¢do quimica do 6leo essencial),
com quatro repeticdes e a unidade experimental consistiu de cinco plantas.

As folhas e flores das plantas separadamente foram submetidas a pré-secagem em local
ventilado, em temperatura ambiente, com auséncia de luz direta, por 10 dias e apds foram secas em
estufa de circulacdo forcada de ar modelo MAO035 (Marconi) a 30°C por 24 horas. Os materiais
desidratados foram armazenados em pequenos lotes em sacos de papel pardo e acondicionados em
uma sala desumidificada com temperatura de 20°C. As folhas e flores secas foram submetidas a
moagem em moinho de rotor modelo Pulverisette 14 (Fritsch, Alemanha) com granulometria de 0,5
mm a velocidade de 8000 rpm.

Os testes de pureza incluiram as determinagdes do teor de umidade (pardmetro utilizado como
indicativo das condicdes de armazenamento da matéria-prima) e teor de cinzas totais (determinagdo da
quantidade de impurezas inorgénicas ndo volateis como materiais estranhos, areia e terra).

O teor de umidade foi determinado utilizando amostras de 3 g de folhas e flores secas e
moidas separadamente que tiveram suas massas aferidas em balanca analitica utilizando capsulas com
tampa de aluminio, previamente dessecadas em estufa a 100°C por 15 minutos e em dessecador por 45

minutos. Apds a afericdo das massas, as amostras foram colocadas em estufa a temperatura de 105°C



93

por 5 horas. Depois de arrefecidas a temperatura ambiente em dessecador, foram submetidas a uma
nova pesagem até a obtencdo do peso constante. A porcentagem do teor de umidade foi obtida pela
equacdo: P(%)=(P,-P,)/P.x100 em que P, representa o peso da capsula com tampa contendo a amostra
antes da dessecacdo, P, 0 peso da capsula com tampa contendo a amostra apos a dessecagdo e P, 0
peso da amostra. ®

A determinacdo do teor de cinzas totais foi obtida pesando 1 g de folhas e flores secas e
moidas separadamente em cadinhos de porcelana previamente lavados, calcinados, arrefecidos e
pesados. Apoés a distribuicdo das amostras nos cadinhos foram incineradas a temperatura de 600°C em
mufla modelo Q318M (Quimis) por 4 horas. Depois de arrefecidas a temperatura ambiente em
dessecador por 30 minutos, foram submetidas a nova pesagem em balanca analitica. A porcentagem
do teor de cinzas totais foi obtida pela equacdo: P(%)=(P.-P,)/P,x100 em que P, representa o peso do
cadinho contendo as cinzas, P, o peso do cadinho e P, 0 peso da amostra. 8

A extracdo de fenois totais foi realizada utilizando 1 g de tecido foliar fresco, o qual foi
macerado em almofariz com N, liquido e homogeneizado com 10 mL de solucdo
metanol/cloroférmio/agua ultra pura (MCW), na proporgdo de 12:5:3 (v/v/v), respectivamente. O
homogeneizado permaneceu em repouso por 24 horas a temperatura ambiente com auséncia de luz.
Posteriormente, esse homogeneizado foi centrifugado a 4.000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi
coletado. A cada 8 mL de sobrenadante obtido, foi acrescentado 2 mL de cloroférmio e 3 mL de agua
pura milliQ em tubos, os quais foram centrifugados novamente a 4.000 g por 10 minutos para obter o
extrato aquoso. Esse foi coletado e concentrado por evaporacdo em banho-maria a 37°C por 24 horas,
com a finalidade de eliminar o excesso de metanol e residuos de cloroférmio.

A quantificacdo de fenois totais foi realizada em aliquotas do extrato aquoso, na qual foram
acrescentados 500 pL de reagente Folin-Ciacalteau 1 N e agitado em vortex. Apés 15 minutos em
temperatura ambiente, foi adicionado 5 mL de reagente alcalino 0,1 N (solucéo de carbonato de sodio
e hidroxido de sodio) e agitado em voértex. Apos 60 minutos em temperatura ambiente, as leituras das
amostras e dos padrdes de acido fénico (0-200 ug) foram realizadas em espectrofotémetro a 760 nm e

a quantificacio foi expressa em pg g MF. ©°



94

A extracdo de flavonoides totais foi realizada em amostras de 0,25 g de folhas e flores secas e
moidas, na qual foram maceradas com 10 mL de metanol 70%. Os extratos permaneceram em repouso
por 24 horas a temperatura ambiente com auséncia de luz e apo6s esse periodo foram filtrados com
papel filtro. %°

A quantificacdo de flavonoides totais foi obtida em extratos, nos quais foram acrescentados 6
mL de metanol 70% e 2 mL de cloreto de aluminio 5%. Ap6s 10 minutos a temperatura ambiente, as
leituras das amostras e dos padrdes de quercetina (0-200 pg) foram realizadas em espectrofotdmetro a
420 nm e a quantificacéo foi expressa em pg g* MS. #

A extracdo do 6leo essencial foi realizada em amostras de 70 g de folhas e flores secas e
moidas separadamente, através da técnica de arraste a vapor em aparelho de Clevenger. ® O material
vegetal foi inserido em bal&o volumétrico, ao qual foi acrescentado 1500 mL de agua ultra pura (Milli-
Q). O tempo de refluxo foi de 4 horas, contados a partir do inicio da fervura. Ap6s o periodo de
extracdo, o hidrolato, obtido da hidrodestilacdo, foi submetido a particéo liquido-liquido em funil de
separacdo, utilizando trés porcdes de 5 mL de diclorometano. As fragcdes orgénicas foram reunidas e
desidratadas com 3 g de sulfato de sodio anidro por 15 minutos em agitacdo. O sal foi removido por
filtracdo com Ia de vidro e o solvente evaporado a temperatura ambiente em capela de exaustdo de
gases por 48 horas, obtendo-se o 6leo desidratado. O rendimento em porcentual do dleo essencial foi
calculado com base na massa seca livre de umidade. *

A analise quantitativa do 6leo essencial foi realizada por cromatografia gasosa com detector
por ionizagdo de chama (GC-FID) (Shimadzu). Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura), sendo 0 nitrogénio o
gas de arraste com fluxo de 1,2 mL/min e pressdo de 80 KPa. A temperatura do injetor e detector foi
mantida em 280°C, na qual a temperatura inicial foi de 40°C com uma rampa de temperatura de
10°C/min até 90°C, seguida por 5°C/min até 280°C. O 6leo essencial foi diluido em hexano (5.000
ppm) e injetado manualmente no cromatégrafo, empregando um volume de injecdo de 1,0 uL no
modo split a uma razdo de inje¢do de 1:50. Um cromatograma foi gerado para cada amostra e a
quantificagdo de cada composto foi realizada por meio da compara¢do do indice de retengdo e

normalizacio da rea de cada pico com os padrdes cromatograficos. 2



95

Os dados resultantes das coletas foram submetidos & analise de varidncia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro. A analise estatistica foi

realizada com o programa estatistico SAS. *

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo ao teor de umidade em tecidos foliares e reprodutivos de A. millefolium L. pode-se
observar que todas as amostras analisadas se mostraram satisfatérias quanto ao teor de umidade, na
gual as amostras de folhas apresentaram uma média de 10,77% e de flores 10,49%, sendo valores
inferiores a 12%, considerado limite para o teor de umidade ideal em plantas da familia Asteraceae. ®
Esses valores indicam que o processo de secagem dessas estruturas vegetais foi eficiente para a
conservacdo do material vegetal e preservacdo dos compostos bioativos.

Os teores de cinzas totais em tecidos foliares e reprodutivos de A. millefolium L. se mostraram
adequados, pois as amostras de folhas apresentaram uma média de 13,02% e de flores 9,19%, sendo
estes menores que 15%, considerado valor maximo em plantas da familia Asteraceae, indicando que a
quantidade de impurezas inorganicas ndo volateis analisadas estavam dentro das especificagdes
exigidas. ®

Conforme os resultados dos testes de pureza, avaliados pelos teores de umidade e cinzas totais,
as amostras de folhas e flores de A. millefolium L. apresentaram um alto controle de qualidade,
garantido assim a qualidade de extracdo do 6leo essencial.

O teor de fenois totais em tecidos foliares de A. millefolium L. foi influenciado pelas
condi¢cdes de luminosidade e periodos de coleta, sendo a interacdo significativa entre esses fatores
(Anexo - Tabela D).

Pode-se verificar que o teor de fenois totais foi estimulado de forma significativa pela luz
plena, enquanto que o sombreamento com as malhas preta, azul e vermelha promoveram uma redugéo

na sintese desses compostos em todos os periodos de coleta avaliados (Figura 1).
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Os compostos fendlicos sdo fotoprotetores e facilmente oxidaveis pela luz, ocasionando a
formac&o de compostos isolados. “* A maior concentracio de fenois totais na espécie A. millefolium L.
submetida a luz plena pode estar associada com o0 mecanismo adaptativo e de protecdo da planta.

O teor de compostos fendlicos nas folhas de aracazeiro (Psidium cattleyanum Sabine)
diminuiu em plantas mantidas sombreadas. ' Os resultados deste trabalho indicam que os tecidos
foliares de A. millefolium L. quando submetidos & baixa intensidade luminosa reduzem a formagéo de
fenois totais, na qual a reducéo da luz promove uma alteracdo no contetido de compostos fendlicos. **

O sombreamento com malhas preta, azul e vermelha causou efeito inibitério na sintese de
compostos fendlicos, sugerindo que a qualidade da luz, além da intensidade, podem atuar
sinergisticamente sobre o metabolismo desta classe de compostos secundarios. Em folhas de pepino
(Cucumis sativus L. cv. Jinyan) e de eleutero (Eleutherococcus senticosus) foram verificadas que o
espectro de luz azul reduziu o contetido de fenois totais. *°

A producdo de fenois totais na presenca de luz plena (controle) foi incrementada de maneira
significativa em plantas com duas semanas ap6s o0 sombreamento, o que demonstra a recuperagdo dos
efeitos inibitorios da baixa intensidade de luz ou pode estar associado a uma resposta comum das
plantas a variagcdes climaticas (aumento da precipitacdo pluviométrica e reducdo da temperatura). Os
teores desses compostos mantiveram-se quatro semanas apds o sombreamento nas plantas previamente
sombreadas com as malhas vermelha e preta, porém ndo atingindo os teores encontrados em plantas
mantidas sob luz plena (Figura 1).

O processo de aclimatacdo da planta ao novo ambiente com luz solar, apds passar por um
estresse abidtico, altera as estruturas e funcdes que permitem um aumento na eficiéncia de carbono, °
onde a espécie A. millefolium L. necessita de um curto periodo de aclimatagdo ao novo meio para
aumentar o teor de fenois totais. Esses resultados indicam que a aclimatacéo fisiol6gica as condigdes
variaveis de luminosidade esta intimamente associada com as alteracbes nos mecanismos
fotoprotetores, como é o caso dos compostos fendlicos.

O conteldo de flavonoides totais em folhas e flores de A. millefolium L. foi influenciado pela
interacdo significativa entre os fatores, condi¢cGes de luminosidade e periodos de coleta (Anexo -

Tabela E).
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Observou-se que o teor desses compostos nos tecidos foliares reduziu de forma significativa
em plantas sombreadas por oito semanas com as malhas preta, azul e vermelha (Figura 2A). Em
eleutero (Eleutherococcus senticosus) foi observado que o espectro de luz azul também reduziu o
contetido de flavonoides totais. *

Apos o retorno das plantas a luz plena, guatro semanas ap6s o sombreamento, houve um
aumento significativo no teor de flavonoides totais nas folhas das plantas previamente sombreadas
com malha vermelha, atingindo concentraces superiores as plantas mantidas sob luz plena (Figura
2A), sugerindo que o espectro diferenciado de luz a que as plantas foram submetidas influencia na
resposta quando novamente expostas a luz plena.

O conteudo de flavonoides totais em flores foi significativamente superior nas plantas
mantidas sob luz plena. A reducdo observada nas plantas sombreadas por oito semanas foi semelhante
entre os tratamentos com diferentes condicdes de luminosidade (Figura 2B).

A sintese de flavonoides totais em flores, quatro semanas ap6s o sombreamento, decresceu em
todos os tratamentos com diferentes luminosidades, semelhante ao efeito também observado nas
plantas mantidas sob luz plena (controle), atingindo valores equivalentes (Figura 2B), o que pode estar
associado a uma resposta comum das plantas a variagfes climaticas (aumento da precipitacdo
pluviométrica e redugdo da temperatura).

A luz é um fator importante que afeta a formacdo de produtos nos vegetais, incluindo os
metabolitos primarios e secundarios. O efeito estimulador da luz na sintese de compostos secundarios,
como os flavonoides, tem sido demonstrado em plantas. *® Os flavonoides absorvem radiacdo na faixa
do ultravioleta e do visivel, apresentando um papel importante de defesa nas plantas frente a radiacdo
UV da luz solar. ** Muitas pesquisas demonstraram que existe um incremento quantitativo desses
compostos em Grgaos expostos & luz solar, em comparacao com aqueles que estdo a sombra. *

Em relacdo aos valores das médias isoladas, pode-se confirmar que o contetdo de flavonoides
totais em plantas submetidas com as malhas preta e azul foi maior nas flores, enquanto que na
presenca de luz plena e malha vermelha foi mais elevado nas folhas. Em plantas sombreadas por oito
semanas, a sintese desses compostos foi reduzida em flores de plantas que retornaram a luz plena,

enquanto que em folhas a sintese foi estimulada (Figura 2).
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Esses resultados indicam que dependendo da qualidade de luz e do periodo de coleta que a
planta recebe, o acimulo de flavonoides totais é diferenciado entre as estruturas fotossintéticas e
reprodutoras de A. millefolium L., evidenciando que o sitio de armazenamento desses compostos
secundarios pode ser distinto, dependendo do estresse abidtico que o vegetal é submetido.

Os flavonoides encontrados nas folhas das plantas podem ser diferentes daqueles presentes
nas flores, caules, raizes e frutos. O mesmo componente ainda pode ter concentracbes e funcdes
distintas dependendo do 6rg&o vegetal em que se localiza. *°

O oleo essencial extraido de folhas e flores de A. millefolium L., analisado visualmente,
caracterizou-se por ser um liquido com alta viscosidade e com intensa coloragdo azul. A coloracdo do
6leo essencial de A. millefolium L. é azul devido a presenca de azuleno, camazuleno e proazuleno. *°

O rendimento do Oleo essencial extraido de folhas e flores de A. millefolium L. foi
influenciado pela interacdo significativa entre os fatores, condi¢cGes de luminosidade e periodos de
coleta (Anexo - Tabela E).

A produgdo de 6leo essencial extraido de tecidos foliares foi estimulada significativamente
pelo espectro de luz azul em plantas sombreadas por oito semanas (Figura 3A). Foi observado
similarmente na planta medicinal conhecida popularmente por guaco (Mikania glomerata Sprengel),
da familia Asteraceae, que a malha azul (50% de sombreamento) estimulou o rendimento do 6leo
essencial extraido das folhas. **

Esses resultados apontam que o espectro de luz azul pode promover a ativacdo das rotas do
metabolismo secundario em A. millefolium L. Dentre as diversas enzimas fundamentais na biossintese
de moléculas presentes no 6leo essencial, a fenilalanina aménia liase (PAL) tem sido considerada
como reguladora na formagdo de muitos compostos fenélicos. ** A atividade da PAL aumentou
quando as plantulas de Pisum sativum L. foram submetidas a luz azul e 0 mesmo efeito foi verificado
com Cucumis sativus. %

Com a re-exposicdo das plantas a condi¢do de luz plena houve um grande decréscimo do
rendimento do dleo essencial extraido de folhas, sendo este efeito menor para as plantas previamente
sombreadas com malha vermelha, quatro semanas apds o sombreamento. Embora esse efeito tenha

sido comum as plantas mantidas sob luz plena (controle) e possivelmente resultante da interagdo entre
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mudancas fisiologicas das plantas em funcéo do estadio de desenvolvimento, associado as variagdes
do clima (aumento da precipitacdo pluviométrica e reducdo da temperatura), ndo se pode descartar o
possivel efeito positivo do sombreamento com malha vermelha na minimizacdo deste efeito em
relagéo aos demais tratamentos (Figura 3A).

O rendimento do 6leo essencial extraido de flores foi incrementado de forma significativa pelo
sombreamento com malha preta. Quatro semanas apds o retorno das plantas a condigdo de luz plena,
houve reducdo do rendimento do 6leo de forma semelhante ao observado nas plantas ndo sombreadas,
sendo este efeito menos intenso nas plantas oriundas do tratamento com malha vermelha, resultando
em concentragdes significativamente maiores em relagdo aos demais tratamentos, resultado
equivalente ao encontrado para os tecidos foliares (Figura 3B).

As variaces nos rendimentos do dleo essencial em funcdo de alteracBes na intensidade e
qualidade espectral da radiacdo solar evidenciam que o estabelecimento de condigdes luminosas
especificas é fundamental para maximizar a producdo de principios ativos. As respostas celulares a luz
sdo provavelmente indiretas, pois elas devem resultar de mudancas oriundas do equilibrio dos
fitorménios e metabdlitos, que, por sua vez, podem ser causadas por mudangas na permeabilidade da
membrana mediada pelo fitocromo e mudancas enzimaticas resultantes da atividade de genes. **

Em relacdo aos valores das médias isoladas, evidenciou-se que o rendimento do 6leo essencial
foi 8,6 vezes mais elevado em estruturas reprodutivas, em relagéo as fotossintéticas, indicando serem
as flores o sitio principal de producdo e armazenamento de principios ativos.

Em A. millefolium L., foi identificada uma variagdo no rendimento do 6leo essencial de acordo
com a parte do vegetal da qual se fez a extragdo, mostrando que os caules produziram 0,18 mL/g de
6leo por massa seca, as folhas 0,41 mL/g e as flores 1,67 mL/g. *°

A composicdo quimica do 6leo essencial de folhas (Tabela 1) e flores (Tabela 2) de A.
millefolium L. submetida a diferentes condi¢des de luminosidade e periodos de coleta apresentou
variacOes qualitativas e quantitativas.

Pode-se verificar que os 11 compostos identificados no 6leo essencial de folhas sdo terpénicos,

na qual os monoterpenos (10C) encontrados foram 1-8 cineol, y-terpineno, borneol, mentol, terpineol e
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acetato de bornil e os sesquiterpenos (15C) foram trans cariofileno, a-humuleno, éxido de cariofileno,
farnesol e camazuleno (Tabela 1).

Os compostos quimicos 1,8 cineol, y-terpineno, terpineol, acetato de bornil, éxido de
cariofileno e borneol foram encontrados no 6leo essencial extraido das partes aéreas de A. millefolium
L. cultivada na Turquia. °

Os compostos quimicos majoritarios do 6leo essencial extraido dos tecidos foliares de plantas
cultivadas sob luz plena foram farnesol (11,28%), trans cariofileno (5,41%), 6xido de cariofileno
(3,94%), borneol (2,44%) e camazuleno (2,37%). Esses compostos também foram os mais abundantes
nas plantas sombreadas com malha preta, aumentando especialmente o farnesol (21,30%) seguido do
trans cariofileno (9,47%), camazuleno (5,75%), 6xido de cariofileno (4,66%) e borneol (3,87%). O
composto y-terpineno apesar de ndo ser majoritario, foi incrementado nessa condicdo de
sombreamento (Tabela 1).

Em plantas sombreadas com malha azul, pode-se observar um expressivo aumento da
proporcdo de camazuleno (9,23%) e farnesol (14,17%) em tecidos foliares, em relagdo as plantas
cultivadas sob luz plena. Além desses compostos, trans cariofileno (2,94%), 6xido de cariofileno
(2,26%) e borneol (1,23%) foram também encontrados, porém em menor quantidade em relagdo ao
encontrado no 6leo essencial de plantas ndo sombreadas (Tabela 1).

Os principais componentes do 6leo essencial extraido de folhas submetidas ao tratamento com
malha vermelha por oito semanas foram farnesol (12,09%), camazuleno (4,29%), 6xido de cariofileno
(3,15%), trans cariofileno (2,80%) e borneol (1,15%). A proporcdo de camazuleno foi estimulada
nesse tratamento quando comparado as plantas cultivadas sob plena luz (Tabela 1).

Estudos realizados com a espécie medicinal Melissa officinalis L. mostraram que o 6leo
essencial extraido das folhas dessa planta apresentou diferenca na composi¢do quimica, influenciada
pela malha vermelha. *

Outras variaces entre os tratamentos foram observadas nas plantas sombreadas com as
malhas preta e azul, em que foi detectada uma pequena propor¢cdo do composto quimico mentol

(Tabela 1).
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Com base nos resultados obtidos com a composigdo terpénica do 6leo essencial de folhas de A.
millefolium L., constatou-se que o farnesol foi 0 composto majoritario em todos os tratamentos, porém
estimulado pelo tratamento com o sombreamento, sobretudo com a malha preta. Essas informacoes
indicam que essa planta, quando exposta a essas condi¢fes, sintetiza uma alta concentracdo de
farnesol, composto que pode estar associado com uma das propriedades medicinais dessa espécie, que
é atribuida a atividade antifungica, pois esse composto esta diretamente associado com a inibicdo
micelial e com a inducéo de apoptose em Candida albicans. ¥

Quatro semanas apds o sombreamento, a composi¢do do dleo essencial de folhas em relacdo
aos compostos majoritarios foi semelhante ao obtido em plantas cultivadas sob luz plena, destacando-
se o farnesol, 6xido de cariofileno, trans cariofileno e borneol. O composto quimico Oxido de
cariofileno aumentou expressivamente nas plantas previamente sombreadas, especialmente naquelas
provenientes do tratamento com malha preta. Nas plantas oriundas do tratamento com malha azul foi
observado também um aumento de trans cariofileno, borneol, acetato de bornil e a-humuleno. O
aumento da proporcdo de terpineol foi comum nas plantas previamente sombreadas com malhas
vermelha e azul (Tabela 1).

Ainda, o retorno das plantas a condicdo de luz plena causou queda expressiva na proporcao de
farnesol, camazuleno e em menor proporgdo o 1,8-cineol em relacdo as plantas sombreadas, atingindo
concentracdes semelhantes ao verificado em plantas ndo sombreadas (Tabela 1). Esses resultados
coletivamente sugerem que a variagdo na composicao terpénica do 6leo essencial de folhas de A.
millefolium L. é influenciada pela intensidade e qualidade de luz que as plantas sdo submetidas,
favorecendo ou inibindo seletivamente a biossintese desses compostos.

Pode-se verificar que dos 16 compostos identificados no 6leo essencial de flores, 15 deles séo
terpénicos, na qual os monoterpenos encontrados foram a-pineno, p-pineno, 1-8 cineol, y-terpineno, a-
terpineno, cénfora, borneol, mentol, terpineol e acetato de bornil e os sesquiterpenos foram trans
cariofileno, a-humuleno, 6xido de cariofileno, farnesol e camazuleno. O Ginico composto néo terpénico
identificado nesse 6leo foi 0 composto fendlico eugenol (Tabela 2).

Os compostos quimicos B-pineno, 1,8 cineol e camazuleno foram encontrados no 6leo

essencial extraido das flores de A. millefolium L. *2
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Os compostos quimicos majoritarios do Oleo essencial extraido das flores em plantas
cultivadas sob luz plena durante oito semanas foram farnesol (44,61%), camazuleno (22,29%), 6xido
de cariofileno (3,79%), trans cariofileno (3,60%) e borneol (2,43%). Ja ao final do experimento, quatro
semanas apos o sombreamento foram camazuleno (30,84%), trans cariofileno (15,54%), borneol
(11,34%), farnesol (9,91%) e 6xido de cariofileno (9,02%) (Tabela 2).

Em relacéo ao efeito do tratamento com malha preta por oito semanas sobre a composicdo do
Oleo essencial de flores, pode-se verificar que 0os compostos quimicos majoritarios foram farnesol
(35,44%), camazuleno (7,18%), trans cariofileno (4,30%), oxido de cariofileno (2,33%) e borneol
(1,65%). No 6leo oriundo de flores de plantas sombreadas com a malha azul foram principalmente o
camazuleno (22,07%), seguido do trans cariofileno (10,09%), farnesol (6,45%) e em menor proporcéo
canfora (3,58%) e 6xido de cariofileno (3,19%). J& em plantas sombreadas com malha vermelha a
composicao foi alterada para maior proporgéo de farnesol (38,50%), seguido de camazuleno (19,34%),
trans cariofileno (5,95%), Oxido de cariofileno (2,83%) e borneol (2,38%). Dentre os tratamentos, a
proporcdo de farnesol aumentou em plantas sombreadas com malha vermelha e decresceu nas plantas
cultivadas com malhas azul e preta, indicando um efeito direto na qualidade da luz sobre a biossintese
desse composto (Tabela 2).

Em relacdo aos compostos majoritarios do 6leo extraido de flores das plantas submetidas ao
sombreamento com malha preta, quatro semanas de retorno a luz plena, foram o trans cariofileno
(17,90%), camazuleno (15,61%), borneol (9,53%), farnesol (6,97%) e éxido de cariofileno (6,71%).
Nas plantas previamente sombreadas com malha azul, a composi¢do dos principais componentes do
6leo modificou especialmente para a propor¢do de camazuleno (23,44%), seguido de propor¢des
semelhantes de trans cariofileno (20,94%), borneol (10,57%), 6xido de cariofileno (8,58%) e farnesol
(5,04%). Ja os compostos extraidos de flores de plantas submetidas a malha vermelha, quatro semanas
ap6s o sombreamento foram camazuleno (31,29%) em maior propor¢do em relacdo as demais
condicbes de sombreamento, seguido de trans cariofileno (14,27%), farnesol (11,15%), borneol
(6,94%) e Oxido de cariofileno (6,48%) (Tabela 2).

Dentre as variages observadas nesses compostos, foi verificado que o aumento da proporgédo

de trans cariofileno nas flores foi favorecido na presenca de luz plena independente do tratamento de
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sombreamento em que as plantas foram previamente expostas (Tabela 2). Esse efeito ocorreu mesmo
nas plantas mantidas sob luz plena até o final do experimento, o que indica ser um efeito do estadio de
desenvolvimento da planta associado as variagfes do meio (aumento da precipitacdo pluviométrica e
reducdo da temperatura).

Os compostos a-pineno e [B-pineno foram encontrados apenas nas flores das plantas
novamente expostas a luz plena ap6s o sombreamento, independentemente da coloracéo, sugerindo ser
este um efeito mediado pela variacdo da intensidade da luz. Porém o composto 1,8 cineol aumentou
nas plantas previamente sombreadas com malhas azul e vermelha (Tabela 2).

Dentre os principais componentes do 6leo essencial de flores de A. millefolium L. detectados
nos diferentes tratamentos, verificou-se que o composto quimico farnesol foi o majoritario do 6leo
essencial extraido das flores das plantas mantidas a luz plena e sombreadas com malhas preta e
vermelha por oito semanas. Porém com o retorno das plantas & condigdo de luz plena, quatro semanas
apos, 0 composto majoritario foi o camazuleno, mesmo nas plantas permanentemente mantidas sem
sombreamento, indicando que dependendo do estadio de desenvolvimento da planta e condigdo
abiodtica envolvida, produz uma alta concentragdo de camazuleno. Este composto pode estar associado
com uma das propriedades medicinais dessa espécie, a atividade anti-inflamatoria, pois esse composto
¢ considerado o responsavel pelo blogueio da enzima ciclo oxigenase na biossintese da
prostaglandinas. ’

O fator abi6tico, como o local de cultivo da subespécie A. millefolium ssp. millefolium, afeta a
sintese de camazuleno, pois em alguns ambientes esse composto é majoritario no 6leo essencial
extraido de flores, enquanto que em outros locais esse composto ndo é encontrado no 6leo dessa
planta. %

Em relacdo aos compostos quimicos a-pineno e B-pineno encontrados no 6leo extraido de
flores com quatro semanas ap6s 0 sombreamento, pode-se verificar que os tratamentos de
sombreamento com malha preta, azul e vermelha estimularam a sintese desses, enquanto que na
presenca de luz plena, esses mesmos compostos ndo foram detectados (Tabela 2).

A sintese do composto quimico a-terpineno, encontrado no oleo extraido de flores, foi

estimulada pela luz plena, enquanto que em plantas sombreadas com as malhas preta e azul, esse
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composto ndo foi detectado. Ja a producdo do composto quimico canfora foi estimulada pela malha
azul, enquanto que na presenca de luz plena ou atenuada pelas malhas vermelha e preta, esse composto
ndo foi detectado (Tabela 2).

O composto mentol esteve presente no éleo extraido de flores em todos os tratamentos com
plantas sombreadas e mantidas sob luz plena no mesmo periodo. No entanto, quatro semanas apos a
retirada das malhas, ndo foi detectado, mesmo nas plantas permanentemente mantidas sob luz plena, o
que indica que a biossintese desse composto independe dos tratamentos impostos. Da mesma forma, o
composto acetato de bornil, somente foi detectado no 6leo essencial de flores de plantas mantidas sob
luz plena no periodo correspondente a quatro semanas apOs a retirada das malhas dos demais
tratamentos, periodo em que o referido composto também foi detectado nesses grupos de plantas
(Tabela 2).

Comparando a analise do Gleo essencial de folhas e flores, os compostos quimicos a-pineno,
B-pineno, a-terpineno, canfora e eugenol foram detectados somente nas flores de A. millefolium L.,
mostrando serem essas as estruturas vegetais com maior variedade de compostos identificados.

Com base na composi¢do quimica do 6leo essencial de A. millefolium L., os resultados
indicaram que as diferentes condi¢cdes de luminosidade geram variacGes qualitativas e quantitativas
dos compostos gerados a partir do metabolismo secundario, evidenciando que dependendo do

interesse pelo principio ativo alvo, esse pode ser altamente estimulado por um determinado fator.

CONCLUSOES

A luz plena estimula a sintese de fenois totais, enquanto que, variagdes nas condicGes de
luminosidade afetam a producéo de flavonoides totais.

A qualidade de luz afeta o rendimento de 6leo essencial, sendo esse rendimento mais elevado
nas flores do que nas folhas.

A qualidade e quantidade de metabdlitos secundarios do 6leo essencial sdo influenciadas pelas
diferentes condi¢Ges de luminosidade, sendo o farnesol o composto majoritario do dleo extraido dos

tecidos foliares e em flores o farnesol e camazuleno.



105

Os periodos de coleta e as condicbes de luz afetam a producéo de fenois e flavonoides totais,

rendimento e composi¢do e concentracdo de terpenoides do 6leo essencial de A. millefolium L.
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Figura 1. Teor de fenois totais em tecidos foliares de Achillea millefolium L. cultivada sob diferentes

condi¢des de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha preta, azul e vermelha) e submetida

a periodos de coleta (oito semanas de sombreamento - 8SS, duas e quatro semanas ap0s o0

sombreamento - 2SAS e 4SAS). Médias seguidas por letras maitsculas comparam o mesmo periodo

de coleta dentro das diferentes luminosidades e letras minusculas comparam os diferentes periodos de

coleta dentro de uma mesma condicdo luminosa, na qual letras distintas diferem entre si pelo teste de

Tukey (p<0,05). Barras representam o desvio padrdo da média de quatro repeticdes.
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Figura 2. Teor de flavonoides totais em folhas (A) e flores (B) de Achillea millefolium L. submetida a
diferentes condi¢des de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha preta, azul e vermelha) e
cultivada a periodos de coleta (oito semanas de sombreamento - 8SS e quatro semanas apds o
sombreamento - 4SAS). Médias seguidas por letras mailsculas comparam o mesmo periodo de coleta
dentro das diferentes luminosidades e letras mindsculas comparam os diferentes periodos de coleta
dentro de uma mesma condicdo luminosa, na qual letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05). Barras representam o desvio padrdo da média de quatro repeticoes.



0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Rendimento do 6leo essencial (%)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Rendimento do 6leo essencial (%)

110

A
Aa
Ba Ba Ba
Ab  mLuzplena(coletal)
emalhas (8SS)
Bb
T Bb Bb
Luzplena(coletalll)
emalhas (4SAS)
Luz plena Malha preta Malha azul Malha vermelha
Diferentes condi¢bes de luminosidade
B
Ba Aa Ba Ba
Ab
Bb Bb T
T
Cb
T
M luzplena(coletal)
emalhas (8SS)
Luzplena(coletalll)
emalhas (4SAS)
Luz plena Malha preta Malha azul Malha vermelha

Diferentes condi¢des de luminosidade

Figura 3. Rendimento do 6leo essencial de folhas (A) e flores (B) de Achillea millefolium L. cultivada

a diferentes condicGes de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha preta, azul e vermelha)

e submetida a periodos de coleta (oito semanas de sombreamento - 8SS e quatro semanas apos 0

sombreamento - 4SAS). Médias seguidas por letras mailsculas comparam o mesmo periodo de coleta

dentro das diferentes luminosidades e letras mindsculas comparam os diferentes periodos de coleta

dentro de uma mesma condicdo luminosa, na qual letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05). Barras representam o desvio padrdo da média de quatro repeticoes.
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Tabela 1. Composigdo quimica (%) do 6leo essencial de folhas de Achillea millefolium L. cultivada a
diferentes condicGes de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha preta, azul e vermelha) e
submetida a periodos de coleta (oito semanas de sombreamento - 8SS e quatro semanas apds o

sombreamento - 4SAS).

Diferentes condi¢des de luminosidade

Luz plena Malha preta Malha azul Malha vermelha
Compostos* RI** Coleta | Coleta 111 8SS 4SAS 8SS 4SAS 8SS 4SAS
1-8 cineol 5,88 0,47 n.d. 0,72 0,09 0,16 0,09 0,15 n.d.
y-terpineno 6,54 0,16 n.d. 0,40 n.d. 0,13 n.d. 0,12 n.d.
borneol 9,77 2,44 1,99 3,87 3,64 1,23 3,06 1,15 1,98
mentol 10,02 n.d.*** n.d. 0,006 n.d. 0,06 0,01 n.d. n.d.
terpineol 10,61 0,41 0,35 0,60 0,42 0,16 0,36 0,17 0,32
acetato de bornil 13,70 0,21 0,13 0,33 0,46 0,08 0,27 0,09 0,13
trans cariofileno 17,62 5,41 3,37 9,47 9,36 2,94 5,23 2,80 3,38
a-humuleno 18,55 0,77 0,63 1,24 1,66 0,41 0,99 0,51 0,61
oxido de cariofileno 21,90 3,94 4,15 4,66 9,74 2,26 6,76 3,15 4,26
farnesol 24,67 11,28 4,30 21,30 3,83 14,17 5,26 12,09 3,45
camazuleno 30,56 2,37 0,95 5,75 1,16 9,23 0,62 4,29 1,04
Total 27,47 15,86 48,34 30,38 30,83 22,65 24,53 15,18

* Em ordem de eluicdo em coluna DB-5.
** RI = indice de retengdo (em minutos).
***n.d. = ndo detectado.



112

Tabela 2. Composi¢do quimica (%) do 6leo essencial de flores de Achillea millefolium L. cultivada a
diferentes condicGes de luminosidade (luz plena e sombreamento com malha preta, azul e vermelha) e
submetida a periodos de coleta (oito semanas de sombreamento - 8SS e quatro semanas apds o

sombreamento - 4SAS).

Diferentes condi¢des de luminosidade

Luz plena Malha preta Malha azul Malha vermelha
Compostos* RI** Coleta | Coleta 111 8SS 4SAS 8SS 4SAS 8SS 4SAS
a-pineno 4,11 n.d. n.d. n.d. 0,40 n.d. 0,30 n.d. 0,39
f-pineno 4,81 n.d. n.d. n.d. 0,29 n.d. 0,18 n.d. 0,26
a-terpineno 5,57 0,21 0,22 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,53
1-8 cineol 5,88 1,06 1,39 0,38 3,19 1,21 2,79 0,82 3,14
y-terpineno 6,54 0,52 0,72 0,28 1,22 0,43 1,09 0,45 1,09
canfora 9,02 n.d.*** n.d. n.d. 0,19 3,58 0,21 n.d. n.d.
borneol 9,77 2,43 11,34 1,65 9,53 1,00 10,57 2,38 6,94
mentol 10,02 0,04 nd. 0,01 n.d. 0,12 n.d. 0,05 n.d.
terpineol 10,61 0,73 2,91 0,42 2,29 0,74 2,35 0,62 1,49
acetato de bornil 13,70 n.d. 0,45 n.d. 0,51 n.d. 0,61 n.d. 0,39
eugenol 15,82 0,43 0,68 0,30 0,55 n.d. 0,43 0,46 0,33
trans cariofileno 17,62 3,60 15,54 4,30 17,90 10,09 20,94 5,95 14,27
a-humuleno 18,55 0,89 2,70 0,91 2,65 1,57 2,92 1,02 2,34
6xido de cariofileno 21,90 3,79 9,02 2,33 6,71 3,19 8,58 2,83 6,48
farnesol 24,67 44,61 9,91 35,44 6,97 6,45 5,04 38,50 11,15
camazuleno 30,56 22,29 30,84 7,18 15,61 22,07 23,44 19,34 31,29
Total 80,59 85,72 53,21 68,04 50,46 79,47 72,43 80,12

* Em ordem de eluigdo em coluna DB-5.
** RI = indice de retengdo (em minutos).
***n.d. = ndo detectado.



3. CONSIDERACOES FINAIS

A aquisicdo de uma producao diferenciada no teor de 6leo essencial extraido
de flores da espécie medicinal A. millefolium L. € avigorada pela aplicacdo de
nitrogénio, sendo esta resposta dependente da concentracao.

O dleo essencial extraido de folhas e flores de A. millefolium L., frente as
atividades antibacteriana e antifingica, apresenta grande potencialidade de
exploracdo e investigacao pela indastria farmacéutica para isolamento de principios
ativos de interesse.

As alteracBes na biossintese de pigmentos fotossintetizantes geradas pelas
mudancas na intensidade e qualidade luminosa geram uma adaptacéo e vantagem a
A. millefolium L., a fim de auxiliar no seu desempenho fotossintético, apresentando
uma alta plasticidade adaptativa a variacao de luz no ambiente.

A qualidade de luz e o processo de aclimatacdo a variacdo da intensidade
luminosa sao fatores abiodticos que causam estresse oxidativo em A. millefolium L.,
gerando uma variedade de respostas em diferentes niveis e mecanismos de defesa
por parte dessa espécie.

Os fatores abidticos, qualidade luminosa e periodos de coleta, geram
variacdes qualitativas e quantitativas dos compostos quimicos sintetizados a partir
do metabolismo secundario de A. millefolium L., realcando que dependendo da
relevancia do metabdlito bioativo alvo, esse pode ser altamente estimulado por um

determinado fator ou condigao.
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Tabela A. Analise de variancia para as variaveis rendimento do 6leo essencial extraido de folhas (ROF) e de

flores (ROFL) de Achillea millefolium L. submetida a niveis de sombreamento e concentra¢des de nitrogénio

Quadrados Médios

Fontes de Variagéo ° G.L. ROF ROFL
BLOCO 3 0,0003 0,0008
NDS 1 0,0097* 0,0191
CDN 2 0,0028 0,0290*
NDS x CDN 2 0,0004 0,0003
C.V. (%) 17,34 19,21

(*) Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

(*) NDS = niveis de sombreamento; CDN = concentragGes de nitrogénio.

Tabela B. Andlise de variancia para as variaveis massa seca das folhas (MSF) e massa seca das flores (MSFL)

de Achillea millefolium L. submetida a periodos de coleta e diferentes condi¢cdes de luminosidade

Quadrados Médios

Fontes de Variagéo ? G.L. MSF MSFL
BLOCO 3 115,94 0,57
PDC 1 536,93* 226,01*
CDL 3 2.059,45* 148,18*
PDC x CDL 3 23,31 25,44
C.V. (%) 16,41 25,33

(*) Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
(®) PDC = periodos de coleta; CDL = condiges de luminosidade.

Tabela C. Andlise de variancia para as variaveis clorofila a (Clor,), clorofila b (Clor), clorofila total (Clori) €
carotenoides (Ca) em Achillea millefolium L. submetida a periodos de coleta e diferentes condicbes de

luminosidade
Quadrados Médios
Fontes de Variacéo * G.L. Clora Clorp Cloriot Car

BLOCO 3 0,0775 0,0011 0,2019 0,0030

PDC 2 0,1483* 0,0432* 0,3411* 0,0035

CDL 3 0,1912* 0,0483* 0,3720* 0,0013

PDC x CDL 6 0,0268 0,0018 0,0708 0,0014

C.V. (%) 9,98 8,75 12,81 10,69

(*) Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
(*) PDC = periodos de coleta; CDL = condigdes de luminosidade.
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Tabela D. Andlise de variancia para as variaveis enzima catalase (CAT), enzima ascorbato peroxidase (APX), enzima superéxido dismutase (SOD), enzima glutationa
redutase (GR), teor de peroxido de hidrogénio (H20>), teor de malondialdeido (MDA), concentracédo de ascorbato (ASC), concentragdo de deidroascorbato (DHA) e teor de

fenois totais (FT) em Achillea millefolium L. submetida a periodos de coleta e diferentes condi¢cdes de luminosidade

Quadrados Médios

Fontes de Variagéo * G.L. CAT APX SOD GR H202 MDA ASC DHA FT
BLOCO 3 0,000018 0,0809 0,1889 0,0002 0,9898 0,7511 0,0010 0,1775 0,5813
PDC 2 0,00034* 0,1072 9,3598* 0,0268* 5,2188* 72,1927* 0,0844*  1,9070* 63,1368*
CDL 3 0,000085 0,2235* 3,5132* 0,0217* 0,8254* 1,1598 0,1583* 0,5069* 89,9045*
PDC x CDL 6 0,000083 0,0685 1,7253* 0,0212* 0,4144 3,0861* 0,0316* 0,0826 7,2603*
C.V. (%) 23,24 20,68 14,73 24,72 26,41 15,97 20,13 19,98 19,23

(*) Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
() PDC = periodos de coleta; CDL = condigdes de luminosidade.
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Tabela E. Andlise de variancia para as variaveis teor de flavonoides totais em folhas (FTF), teor de flavonoides

totais em flores (FTFL), rendimento do 6leo essencial de folhas (ROEF) e rendimento do 6leo essencial de flores

(ROEFL) em Achillea millefolium L. submetida a periodos de coleta e diferentes condi¢des de luminosidade

Quadrados Médios

Fontes de Variagéo ? G.L. FTF FTFL ROEF ROEFL
BLOCO 3 0,0504 0,0425 0,0005 0,0009
PDC 1 1,3133* 8,2384* 0,0184* 0,0487*
CDL 3 1,6065* 0,3570* 0,0007* 0,0034*
PDC x CDL 3 1,5004* 0,8909* 0,0012* 0,0032*
C.V. (%) 21,69 17,39 12,30 4,51

(*) Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
(*) PDC = periodos de coleta; CDL = condigdes de luminosidade.

Tabela F. Andlise de varidncia para as variaveis atividade antioxidante das folhas (AAF) e das flores (AAFL) de
Achillea millefolium L. pelo método DPPH, submetida a diferentes condi¢bes de luminosidade, periodos de

coleta e solventes extratores

Quadrados Médios

Fontes de Varia¢éo ? G.L. AAF AAFL
BLOCO 195,69 92,94
CDL 60,11 42,13

SE 935,51* 6.427,16*
PDC 195,69* 92,94
CDL x SE 65,43* 27,56*
PDC x SE 6,82* 26,33*
CDL x PDC 7,26 74,13
CDL x SE x PDC 20,57 23,95
C.V. (%) 16,11 10,03

(*) Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

(*) CDL = condigbes de luminosidade; SE = solventes extratores; PDC = periodos de coleta.



