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RESUMO

RODRIGUES, Lissane Borges Valério. Propagacdo vegetativa e parametros
fisiologicos de erva-baleeira sob diferentes condigcbes de luminosidade.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em Fisiologia vegetal.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

As plantas medicinais tém sido utilizadas para o tratamento paliativo ou curativo
de diversas doencas desde os primérdios da humanidade. Portanto, selecionar
métodos para propagar e conservar essas espeécies é imprescindivel. Neste
contexto, se insere a espécie medicinal e nativa do Brasil, Varronia curassavica
Jacg. conhecida popularmente como erva-baleeira, utilizada na medicina popular
como anti-inflamatéria, antiartritica e analgésica, sendo também utilizada como
fonte de principio ativo para o medicamento Acheflan. Esse trabalho teve como
objetivos avaliar a propagacéo por estaquia na presenca de acido indolbutirico
(AIB) e o crescimento e parametros fisioldgicos de plantas de Varronia
curassavica Jacg. cultivadas sob duas condi¢cdes de luminosidade (pleno sol e
75% de sombreamento com tela de coloracdo azul) por um periodo de 45 dias.
Os resultados obtidos permitem concluir que a propagacao vegetativa de
Varronia curassavica Jacq. a partir de estacas caulinares retiradas de ramos
apicais jovens € otimizada com o uso de AIB, aumentando o nimero de estacas
enraizadas e melhorando o desenvolvimento radicular. As diferentes condicées
de luminosidade influenciaram as plantas tanto em relagcdo ao crescimento
quanto em relacdo as variaveis bioquimicas analisadas. Nas plantas mantidas
sob sombreamento foram observados menor acimulo de massa seca de raiz e
parte aérea e maior area foliar. Foram observados ainda maiores teores de
pigmentos fotossintéticos, clorofilas e carotenoides, maior assimilacéo liquida de
CO2 e condutancia estomatica, porém as taxas de transpiracdo foram maiores
causando uma menor eficiéncia do uso da agua. O sombreamento causou
também menores teores de agucares soluveis, nitrato, aminoacidos e atividade
da redutase do nitrato em folhas e raizes. Esses efeitos nos metabdlitos
primérios levaram a uma reducédo nos teores de compostos fendlicos em folhas

e raizes e no rendimento do 6leo essencial obtido das folhas. Os resultados



apresentados permitem concluir que a espécie em questdo apresenta alta

plasticidade em relac&o as condi¢des de luminosidade a que foi submetida.

Palavras chave: plantas medicinais, tela fotoconversora, acido indolbutirico,
Oleo, estaquia.



ABSTRACT

RODRIGUES, Lissane Borges Valério. Vegetative propagation and
physiological parameters of Varronia curassavica under different light
conditions. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PO4s-Graduacdo em
Fisiologia vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Medicinal plants have been used for the palliative or curative treatment of various
diseases since the earliest days of mankind. Therefore, selecting methods to
propagate and conserve these species is imperative. In this context, the
medicinal and Brazilian native species Varronia curassavica Jacq., popularly
known as erva-baleeira, used in popular medicine as anti-inflammatory,
antiarthritic and analgesic, and also used as source of active principle for the drug
Acheflan. The aim of this study was to evaluate the propagation using cuttings
treated with indolbutyric acid (IBA) and the physiological parameters of Varronia
curassavica Jacq. plants, cultivated during 45 days under two conditions of light
(full sun and 75% shading with blue net). The results obtained allow to conclude
that the vegetative propagation of Varronia curassavica Jacq. from stem cuttings
taken from young apical branches is optimized with IBA, increasing the number
of rooted cuttings and improving root development. The different luminosity
conditions influenced the plants both in relation to the growth and in relation to
the analyzed biochemical variables. In the shaded plants, reductions in the dry
mass accumulation of root and shoot were observed and an increase in the leaf
area. Also, increases in photosynthetic pigments contents, chlorophyll and
carotenoid, and a higher net CO:2 assimilation rate and stomatal conductance
were observed. Transpiration rates were higher in shaded plants causing a lower
efficiency of water use. Shading reduced soluble sugars, nitrate, amino acids and
nitrate reductase activity in leaves and roots. These effects on the primary
metabolites led to a reduction in the phenolic compounds content in leaves and
roots and in the yield of the essential oil obtained from the leaves. Results
demonstrate that the species presents high plasticity in relation to the conditions

of luminosity that it was submitted.



Key words: medicinal plants, shading net, oil, indolbutyric acid, cutting.
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INTRODUGAO GERAL

As plantas com fins medicinais vém sendo amplamente utilizadas para
tratamento, cura ou prevencdo de doengas e constitui uma das mais antigas
praticas terapéuticas utilizadas pelas popula¢cdes humanas (VEIGA JR et al.,
2005).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define como planta medicinal
todo e qualquer vegetal que possui substancias que podem ser utilizadas para
fins terapéuticos ou que sejam precursoras de farmacos sintéticos.

O Brasil apresenta grande biodiversidade, porém, das cerca de 55.000
espécies de plantas, ha relatos de investigacdo de apenas 0,4% da flora
(BRASIL, 2012 apud GURIB-FAKIM 2006). As estimativas atuais relatam que
pelo menos 25% de todos os medicamentos modernos derivam diretamente ou
indiretamente de plantas medicinais, por meio da aplicacdo de tecnologias
modernas juntamente com o conhecimento tradicional (BRASIL, 2012).

Mesmo com essa vasta biodiversidade, o Brasil tem hoje apenas um
fitoterdpico baseado na flora brasileira, no qual todas as fases de
desenvolvimento ocorreram em territério nacional e, dos fitoterapicos registrados
na Anvisa, uma pequena parte € oriunda de espécies nativas, o que demonstra
uma maior necessidade de investimentos em pesquisas com espécies nativas
(BRASIL, 2012 apud MIOTO 2010).

Segundo Vieira (2009), alguns fatores podem comprometer 0 uso de
plantas medicinais para propésitos farmacéuticos e cita a heterogeneidade dos
individuos, devido a variabilidade genética e bioquimica, e a dificuldade de
propagacdo de algumas espécies. Assim, torna-se necessaria a realizacdo de
estudos nos ambitos farmacolégico, terapéutico e agronémico, para o cultivo em
escala comercial e a conservacéo destas espécies.

As plantas medicinais tém contribuido para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas atraves dos seus metabdlitos secundarios. Essas

substancias sdo conhecidas pela forma como atuam no organismo (direta ou
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indiretamente) inibindo ou ativando importantes alvos moleculares e celulares.
(CALIXTO, 2005).

Dentre os fatores que regulam a biogénese de metabdlitos secundarios
em plantas, destacam-se os estimulos bioticos e abidticos, responsaveis pela
alta porcentagem de compostos volateis e derivados fenélicos (PAVARINI, et. al,
2012).

Um problema em relacdo as plantas medicinais envolve o baixo
percentual de metabdlitos secundarios produzidos, além dos teores dos
compostos com atividade de interesse serem ainda menores. As pesquisas
relacionadas a plantas medicinais buscam n&o apenas maximizar o contetdo de
metabdlitos secundarios, mas também avaliar a variacdo de constituintes de
interesse farmacéutico (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

A espécie Varronia curassavica Jacq. (Boraginaceae) [sinonimias: Cordia
verbenaceae DC. ou Cordia curassavica (Jacg.) Roem. & Schults ] € uma planta
medicinal, de habito perene e arbustivo com folhas de até 12 cm de comprimento,
geralmente asperas, com odor forte e persistente. As inflorescéncias surgem nas
extremidades dos ramos, em forma de espigas curvadas para baixo, com flores
brancas e mildas. Os frutos, quando maduros, sdo vermelhos e medem
aproximadamente 0,4 cm (Figura 1). Essa espécie ocorre em uma grande area
do Brasil, principalmente na regido costeira. Pode ser encontrada também em
areas abertas de pastagens, beira de estradas e terrenos baldios (LORENZI e
MATOS, 2008).

Conhecida popularmente como erva-baleeira, erva-balieira, maria-preta,
maria-milagrosa e salicina, é utilizada principalmente como anti-inflamatoria,
antirreumatica,  antimicrobiana,  antiartritica, = analgésica, tdnica e
antiulcerogénica (MICHIELIN et al. 2009).

Essa planta medicinal e aromatica € nativa do Brasil e possui importancia
econbmica relevante, devido ao Oleo essencial presente em suas folhas. Este
apresenta atividade anti-inflamatéria e é utilizado como matéria prima do
primeiro medicamento fitoterapico totalmente desenvolvido no Brasil a partir de
uma planta nativa, cujo ingrediente ativo € a-humuleno, obtido exclusivamente
do Oleo essencial e indicado para o tratamento de tendinite crbnica e dores
miofasciais (QUISPE-CONDORI et al., 2008). Estudos fitoquimicos da parte
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aérea de V. curassavica identificaram a presenca de monoterpenos
(CARVALHO JR. et al., 2004), triterpenos e flavonas (LINS et al., 1990).

Além disso, a planta possui outras importantes acdes como, por exemplo,
atividade contra o mosquito Aedes aegypti e atividade inibitéria em bactérias
gram-positivas, sendo também utilizada no controle cultural da broca dos citrus,
como planta armadilha, para o inseto Cratosomus flavofasciatus (MICHIELIN et

al., 2009). Possui ainda propriedades antimicrobiana, anti-inflamatoria, anti-
alérgica e anti-tumoral (PARISOTTO et al., 2012).

RS FLa - 3 .
Figura 1. Planta de Varronia curassavica Jacg. em estadio reprodutivo. (Fonte: Lissane Valério,
2015).

A propagacdo dessa especie é feita por sementes, porém as plantas
podem apresentar alteracdes na producéo e no teor de 6leos essenciais devido
principalmente a variabilidade genética. A propagacgéo vegetativa por meio da
estaquia nesse caso entra como uma técnica viavel de reproducédo para manter
as caracteristicas genéticas das matrizes originais (FACHINELLO et al., 2005).
A estaquia pode também ser utilizada para fins comerciais e auxiliar no resgate
e conservacgao de recursos genéticos e naturais (DIAS et al., 2012).

As auxinas constituem a classe de horménios vegetais mais conhecida,

tendo como principal caracteristica induzir o alongamento celular. Com o intuito
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de melhorar esse processo, o uso de hormdnios vegetais entram como uma
opcédo que visa auxiliar e até mesmo acelerar o desenvolvimento das plantas.

Segundo Campos et al. (2008), a utilizacdo de hormoénios vegetais ou
reguladores vegetais influencia diretamente na resposta das plantas, ou seja,
cada oOrgdo vai responder de uma forma e as respostas vao depender da
espécie, do estadio de desenvolvimento da planta, da concentracdo do
horménio, entre outros fatores ambientais. Os reguladores atuam nos processos
de desenvolvimento e crescimento de 6rgaos e ou tecidos vegetais.

O AIB (4cido indolbutirico) € uma auxina sintética que apresenta maior
estabilidade e menor solubilidade que a auxina endoégena o acido indolacético
(AIA), e por isso é considerada um dos melhores intensificadores do
enraizamento (TAIZ e ZEIGER, 2013).

O oOleo essencial de V. curassavica é constituido principalmente de
monoterpenos e sesquiterpenos. Podendo citar entre eles, o a-humuleno, o a-
pineno, o aloaromadendreno, entre outros (De CARVALHO JUNIOR et. al.,
2004). Em 2004, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia e Saude) concedeu
a empresa farmacéutica Aché Laboratérios Farmacéuticos, a aprovacdo do
registro do primeiro anti-inflamatorio topico feito através do éleo essencial de
uma planta medicinal brasileira. Esse medicamento entrou no mercado no
primeiro semestre de 2005 e tem como principio ativo o sesquiterpeno a-
humuleno (GILBERT e FAVORETO, 2012). As folhas frescas de erva-baleeira
produzem 0,23% (v/w) de 6leo essencial, apresentando como principais
componentes 0 a-pineno (29,69%), trans-cariofileno (25,27%),
aloaromadendreno (9,99%) e alfa-humuleno (4,64%) (CARVALHO Jr. et al.,
2004).

Alguns fatores ambientais como a disponibilidade de agua, de luz e de
nutrientes, temperatura e radiacdo ultravioleta, influenciam ndo apenas o
crescimento de plantas medicinais, mas também o contetdo ou proporcdes
relativas dos metabdlitos secundarios, podendo potencializar a producdo de
compostos de interesse (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

A resposta da planta as diferentes condi¢des de intensidade luminosa é
importante para determinar o seu potencial de crescimento e ocorréncia e,
também para avaliar a sua capacidade competitiva em diferentes condi¢bes
ambientais (DIAS-FILHO, 1997).
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Além disso, a qualidade (diferentes comprimentos de onda) e intensidade
(fluxo de fétons) da luz, por sua vez, podem influenciar a quantidade e a
composicdo de metabdlitos secundarios (LIU et al., 2002), constituindo uma
ferramenta importante para a inducdo da sintese de compostos bioativos de
interesse ou aumentar a biomassa, fonte desses metabdlitos.

O efeito do controle do espectro de luz, com o emprego de malhas
coloridas sobre o crescimento de plantas medicinais, produ¢do e composicéo de
metabdlitos secundarios, tem sido explorado em diferentes espécies como
alfavaca (Ocimum gratissimum L) (MARTINS et al., 2008), alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) (SOUZA et al. 2014) e mil-folhas (Achillea millefolium L.) (PINTO et
al., 2014), mostrando resultados contrastantes e variaveis entre as espécies.

Considerando as informacdes disponiveis sobre a propagacao vegetativa
e 0 impacto do espectro de luz sobre o crescimento e o metabolismo desta
espécie, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a propagacao vegetativa e
o efeito de duas condi¢des de luminosidade sobre os parametros fisiologicos em

plantas de Varronia curassavica.



CAPITULO |
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PROPAGACAO POR ESTAQUIA DE ERVA-BALEEIRA (Varronia
curassavica Jacq.) SOB INFLUENCIA DE ACIDO INDOLBUTIRICO

1. INTRODUCAO

A espécie erva-baleeira pertence a familia Boraginaceae que contém
aproximadamente 100 géneros e mais de 2.000 espécies amplamente
distribuidas, sendo esta encontrada em toda a costa brasileira, desde a regido
nordeste até a regido sul do pais (LORENZI; MATOS, 2008). Esta presente em
listas oficiais do Ministério da Saude no Brasil e é utilizada na preparacéo de
fitoterapicos e também drogas industrializadas (Carvalho et al., 2008; Renisus,
2009).

Essa planta apresenta dentre suas inUmeras propriedades, a anti-
inflamatéria, que € conferida pelo alfa-humuleno, constituinte do seu 6leo
essencial. Esse principio ativo € a base do primeiro medicamento brasileiro,
totalmente fabricado e desenvolvido no Brasil, o Acheflan.

A erva-baleeira € propagada principalmente por meio de sementes, porém
esse processo é demorado e gera grande variabilidade em relacdo a producéo
de metabdlitos o que dificulta o plantio comercial. Desta forma a propagacao
vegetativa através de estacas € uma técnica de multiplicacdo que propicia maior
viabilidade econémica principalmente para o plantio comercial, pois gera menor
custo e mantém a uniformidade dos compostos de interesse. (MENDES et al.
2014).

A propagacado vegetativa e o enraizamento de plantas por estaquia sédo
influenciados pelas concentracées enddgenas e exdgenas de auxinas. O uso de
auxinas exogenas pode estimular a mudanga e diferenciagdo dos tecidos e
assim promover a iniciacao radicular (FERRI, 1997; PASQUAL et al., 2001).

As auxinas constituem a classe de hormoénios vegetais mais conhecida,
tendo como principal caracteristica induzir o alongamento celular. O AIB (4cido
indolbutirico) é uma auxina sintética que apresenta maior estabilidade e menor

solubilidade que a auxina endogena o acido indolacético (AlIA), e por isso &
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considerada um dos melhores intensificadores do enraizamento (TAIZ e
ZEIGER, 2013).

Com o intuito de buscar novas informacdes sobre a propagacao
vegetativa de V. curassavica por estaquia, o objetivo desse trabalho foi avaliar o
enraizamento de estacas caulinares desta espécie tratadas com diferentes
concentracdes de &cido indolbutirico (AIB) via imersao rapida.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal, condi¢cfes de cultivo e tratamentos empregados

O cultivo do material vegetal e a conducdo do experimento foram
realizados na area experimental do Campus Pelotas — Visconde da Graca
(CaVG) do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Sul-rio-
grandense (IFSUL).

As estacas de erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.) foram obtidas
de uma planta matriz de trés anos de idade, que se encontra no Setor de
Floricultura do CaVG, identificada taxonomicamente e cujas exsicatas foram
depositadas no herbario PEL, do Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Pelotas/UFPEL sob o nUmero 26.661.

Foram coletadas estacas caulinares apicais de aproximadamente 10
cm, com pelo menos quatro gemas, e retiradas as folhas, com excecao das
presentes nas extremidades, as quais foram cortadas ao meio. Todas as estacas
foram retiradas de apices dos ramos apicais jovens e cortadas em bisel (a planta
encontrava-se em estadio vegetativo — junho de 2015). Em seguida, foi realizada
a limpeza fitossanitaria do material em hipoclorito de sédio a 0,25% durante 15
minutos. Apos, as estacas foram lavadas em agua corrente por cinco minutos,
separadas e transferidas para béqueres plasticos com capacidade para 500 mL
com suas extremidades basais imersas em solucbes aquosas de &acido
indolbutirico (AIB) nas concentracdes de: 0, 500, 1.000 e 2.000 mg L durante o
tempo de 10 segundos (Figura 1). As estacas foram imediatamente colocadas
em tubetes plasticos com capacidade para 290 mL, preenchidas com substrato

1:1 (areia lavada previamente e vermiculita média) e cultivadas em estufa
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durante o periodo de 90 dias. As estacas foram irrigadas por aspersédo durante
15 min., trés vezes ao dia, e mantidas livres de plantas invasoras, as quais foram

removidas manualmente.

Figura 1. Estacas caulinares retiradas da planta matriz de Varronia curassavica Jacq. sendo
submetidas as diferentes concentracdes de AIB. (Fonte: Lissane Valério, 2015.)

2.2. Variaveis analisadas, tratamentos empregados e delineamento
experimental

Apbs o periodo de 90 dias, as estacas foram retiradas dos tubetes sendo
manualmente removido o substrato das raizes e em seguida cuidadosamente
lavadas em &gua corrente. Os parametros avaliados foram: nimero médio de
raizes por estaca enraizada (NMR), comprimento médio da maior raiz (CMMR),
porcentagem de enraizamento (PE), nimero de brotacdes (NB), tamanho das
brotacdes (TB) e niumero meédio de folhas por estaca enraizada (NMF) (Figura.
2).
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Figura 2. Estacas de Varronia curassavica Jacq. 90 dias apds tratamento com diferentes

concentracdes de AIB . (Fonte: Lissane Valério, 2015.)

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (0, 500, 1.000 e 2.000 mg L de AIB) e oito repeticdes por
tratamento. A unidade experimental foi constituida de 10 estacas, totalizando 80
estacas por tratamento. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), sendo os dados de porcentagem de enraizamento previamente
transformados em arc sen da raiz quadrada de x/100. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A
analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa estatistico The SAS
System (SAS, 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O enraizamento das estacas de erva-baleeira foi estimulado pelo
tratamento com acido indolbutirico (AIB), aumentado de aproximadamente 20%,
na auséncia de horménio para valores proximos a 70% na presenca de AIB. A
concentracdo de 500 mg L™ foi suficiente para desencadear essa resposta, ndo
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sendo observada diferenga significativa nas concentracdes mais elevadas de
hormoénio (Figura 3A).

Resultados obtidos por Lameira et al. (1997a), com enraizamento de
estacas de erva-baleeira utilizando AIB (com adicao de acido borico e sacarose),
e imersas por 24 horas nas concentracdes de 0, 250, 500 e 750 mg L*?,
verificaram que a concentracédo de 250 mg L proporcionou o maior percentual
de enraizamento, (68%) e maior nimero de raizes, enquanto que na auséncia
de AIB, o enraizamento foi de 18%. Os melhores resultados de enraizamento
foram obtidos nesse experimento com metade da concentracdo de AIB utilizada
em nosso trabalho (500 mg L), o que pode estar relacionado com o maior tempo
de imerséo das estacas nas solu¢cdes com AIB, além da adicdo de sacarose e
acido boérico, que podem ter contribuido para a obtencdo de porcentagens de
enraizamento equivalentes com menores concentragdes de horménio. Mendes
et al. (2014), testaram AIB e ANA (&cido naftaleno acético), nas concentractes
de 0, 500, 1.000, 2.000, 3.000 e 4.000 e demonstraram que o regulador vegetal
ideal para o enraizamento dessa espécie € o AIB nas concentracdes acima de
1.000 mg L*! e concluiram que a utilizacdo de AIB resultou em menor
porcentagem de mortalidade de estacas. Ja o ANA em concentragdo acima de
500 mg L , apresentou maior nimero de estacas mortas. Isso ocorreu
provavelmente devido a essa auxina ser mais toxica que o AlB, devendo assim,

ser utilizada em concentracdes menores.

Ja Pereira et al. (2016), trabalhando com estacas caulinares de erva-
baleeira de aproximadamente 12 cm de comprimento e concentrac¢des de 0, 200,
400, 600, 800 e 1.000 mg L de AIB imersas durante o periodo de 10 minutos
avaliaram que a dose ideal de horménio para a sobrevivéncia das plantas foi de
223 mg L?, equivalendo a 72,94% de sobrevivéncia. No entanto ndo foram
apresentadas informacdes sobre o desenvolvimento radicular e nem de parte
aérea.

Mendes et al. (2014), utilizando estacas semi lenhosas de erva-baleeira
imersas durante dez minutos em diferentes concentragdes de AIB e ANA (0, 500,
1000, 2000, 3000 e 4000 mg L) demonstraram que o regulador vegetal ideal é
o AIB em concentracdes acima de 1000 mg L1, e estimaram por regresséo que

a concentracdo ideal é de 2.000 mg L, o que equivale a 53,3% de enraizamento.
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Por outro lado, concluiram que o ANA né&o é indicado para a inducéo radicial em
estacas dessa espécie. Nesse trabalho além do maior tempo de imersédo das
estacas em AIB, a concentracdo desse horménio que propiciou a maior
porcentagem de enraizamento foi quatro vezes superior a utilizada em nosso
trabalho, o que pode estar relacionado as caracteristicas do material vegetal
utilizado. Estas podem ser resultantes da interagdo entre fatores endégenos e
exdgenos. Os fatores enddgenos estdo relacionados com as condicdes
fisiologicas da planta matriz, o potencial genético de enraizamento, a idade da
planta ou das estacas, o tipo de estaca, a época de coleta, a sanidade da planta,
o balanco hormonal e a possibilidade de oxidacdo de compostos fendlicos. Ja os
fatores externos sdo representados pela temperatura, a luz, a umidade, o
substrato e aos condicionamentos que as estacas sdo submetidas
(FACHINELLO et al., 2005; NIENOW et al., 2010). Fatores como a idade da
planta matriz, por exemplo, podem influenciar diretamente no enraizamento, uma
vez que estacas retiradas de plantas matrizes em estadio juvenil apresentam
maior capacidade de apresentar raizes adventicias (FACHINELLO et al. 2005).

O numero médio de raizes (NMR) e comprimento médio de raizes
(CMMR) aumentaram significativamente na presenca de AIB. A producdo de
raizes aumentou para valores superiores a duas vezes comparado a estacas
nao tratadas com o horménio e o CMMR até quase duas vezes para a maior
concentracdo de hormonio (2.000 mg L), porém sem diferencas significativas
para as demais concentragdes (500 e 1.000 mg L) (Figura 3 B e C).

Mendes et al. (2014) por outro lado, verificaram que o AIB estimulou
significativamente o nimero e comprimento médio das trés maiores raizes por
estaca, sendo observado um ajuste linear entre a concentracdo de zero até 4.000
mg L7, essa diferenca de resposta pode estar relacionada as caracteristicas
genéticas e fisioldgicas do material vegetal.

Gontijo et al. (2003) observaram maiores valores de comprimento de
raizes com o aumento da concentracdo de AIB, em estacas de aceroleira, sendo
0 maior comprimento da raiz obtido com 2800 mg L-* de AIB. J& Oliveira (2001)
obteve incrementos crescentes para 0 numero de raizes por estaca e
comprimento médio das raizes com concentragfes crescentes de AlB, avaliando

estacas de oliveira.
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Em trabalho realizado por Nascimento (2012), com louro-pardo, néo foi
observado diferenca significativa em relagéo a presenca e auséncia de AIB sobre
o0 comprimento das raizes. Segundo Reis et al. (2000), uma melhor resposta para
0 comprimento e numero de raizes formadas nas estacas indica que as mudas
posteriormente formadas possuirdo melhor desenvolvimento, uma vez que a
melhor qualidade e desenvolvimento do sistema radicular possibilitard maiores
chances de sobrevivéncia quando transplantadas para o campo. O nimero de
raizes € uma caracteristica interessante a ser avaliada, pois se presume que um
maior niumero de raizes primarias deve determinar uma melhor arquitetura de
sustentacdo, refletindo em maior sobrevivéncia das plantas no campo
(CARNEIRO, 2013).

O numero médio de folhas (NMF), numero de brotacdes (NB) e tamanho
de brotagbes (TB), ndo foram influenciados pela presenca de AIB nas
concentracOes avaliadas (Figura 3 D, E e F), indicando que o material vegetal
utilizado foi responsivo ao AIB apenas para a emissao e desenvolvimento de

raizes.
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Figura 3. Enraizamento (A); NMR- niumero médio das raizes (B), CMMR - comprimento médio
de raizes (C), NMF - nimero médio de folhas (D), NB: nimero de brotacdes (E), TB - tamanho
das brotacdes (F) de estacas de erva-baleeira submetidas a diferentes concentra¢gfes de acido
indol butirico (AIB). Média + desvio padrao seguidas por letras iguais néo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05). (n = 8).

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas condicfes experimentais testadas permitem
concluir que o uso do acido indolbutirico favorece o enraizamento de estacas
apicais de Varronia curassavica Jacg., resultando em um melhor

desenvolvimento radicular.



CAPITULO Il



PARAMETROS FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DE PLANTAS ERVA-
BALEEIRA (Varronia curassavica Jacq.) CULTIVADAS SOBRE DUAS
CONDICOES DE LUMINOSIDADE

1. INTRODUCAO

A erva-baleeira, Varronia curassavica Jacg. (sinonimias: Cordia
verbenaceae DC. ou Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schults ) € uma planta
medicinal e aromatica originaria do Brasil, que possui importancia econémica
relevante, devido ao 6leo essencial presente em suas folhas. Este apresenta
atividade anti-inflamatoria e € utilizado como matéria prima do primeiro
medicamento fitoterapico totalmente desenvolvido no Brasil a partir de uma
planta nativa, cujo ingrediente ativo € a-humuleno, obtido exclusivamente do 6leo
essencial e indicado para o tratamento de tendinite crénica e dores miofasciais
(QUISPE-CONDORI et al.,, 2008). Além disso, a planta possui outras
importantes acfes como, por exemplo, atividade contra o mosquito Aedes
aegypti e atividade inibitéria em bactérias gram-positivas, sendo também
utilizada no controle da broca dos citrus, como planta armadilha, para o inseto
Cratosomus flavofasciatus (MICHIELIN et al., 2009). Possui ainda propriedades
antimicrobiana, anti-inflamatoria, anti-alérgica e anti-tumoral (PARISOTTO et al.,
2012).

A gualidade da matéria prima é determinada pela producéo da matéria seca
e pelo contetdo de compostos bioativos, parametros resultantes, principalmente,
da influéncia do ambiente no qual as plantas sao cultivadas, e do estadio de
desenvolvimento e época de coleta das plantas (GRAY et al., 2003). Assim, a
importancia de estudos sobre o comportamento fisioldgico de espécies da flora
medicinal brasileira consiste em gerar conhecimentos que possibilitem
determinar condicdes ideais de cultivo, a fim de alcancar maiores indices de
producdo de matéria seca e de principios ativos de interesse econdmico e
farmacolégico (SOUZA et al., 2014).
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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, atenuacao
ou auséncia da luz, mas também da variacdo em qualidade luminosa. A dinamica
do crescimento e desenvolvimento das plantas medicinais e aromaticas
apresenta alteragdes bioquimicas e fisiologicas caracteristicas de seus estadios
fenologicos, capazes de modificar a elaboracdo de substancias biologicamente
ativas, nos aspectos qualitativos e quantitativos (TAIZ e ZEIGER, 2013).

As plantas que sdo expostas a mudancas nas condi¢coes de luminosidade
possuem a capacidade de aclimatar-se em maior ou menor grau a nova
condicdo. A aclimatacdo maximiza o ganho total de carbono, o qual pode ocorrer
através de mudancas nas propriedades de assimilacdo das folhas, por meio de
ajustes fisiolégicos e alteracbes nas caracteristicas foliares relacionadas a
fotossintese ou ainda por mudancas no padréo de alocagdo de biomassa em
favor da parte vegetativa mais afetada pela mudanca de luz (LEE et al., 2000).
No entanto, a natureza da resposta morfogénica pode variar consideravelmente
entre espécies de acordo com a capacidade de aclimatacdo e a dependéncia da
quantidade ou qualidade da luz (LIMA et al., 2008).

A utilizacéo de telas de sombreamento para o cultivo de plantas, além de
permitir a protecao fisica, promove a filtragem diferencial da radiacdo solar,
constituindo importante ferramenta para modificar a radiagdo incidente nas
plantas, em termos de espectro e dispersado, promovendo respostas fisioldgicas
especificas que sao reguladas pela luz (BRANT et al., 2009). A malha de
coloracdo azul filtra as ondas na faixa do vermelho e do vermelho distante,
permitindo a passagem de ondas com transmitancia na regido do azul-verde
(400-540 nm) (SHAHAK et al., 2004; BRANT et al., 2009).

Estudos sobre as respostas de diferentes espécies de plantas medicinais
em funcdo de mudancas na intensidade e qualidade da luz, por meio da
utilizacao de telas coloridas, sobre o crescimento, producdo e composi¢cao de
principios bioativos, tém sido conduzidos com diferentes espécies medicinais,
como Achillea millefolium L. (PINTO et al., 2014); Mentha piperita L. (COSTA et
al., 2014); Rosmarinus officinalis L. (SOUZA et al., 2014), Melissa officinalis L.
(BRANT et al., 2009; MEIRA et al., 2012), Mikania glomerata Sprengel (SOUZA
et al., 2011) e Ocimum selloi Benth. (COSTA et al., 2010), sendo observadas
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respostas diferenciadas entre as espécies estudadas. O emprego de malha azul
produziu resultados positivos no incremento de massa seca foliar ou rendimento
do 6leo essencial em varias dessas espécies. Em alecrim (Rosmarinus officinalis
L), estimulou a producdo de biomassa seca de folha, em relacdo ao
sombreamento com malha vermelha ou plantas cultivadas a pleno sol (SOUZA
et al., 2014). Em plantas de alfavaca (Ocimum gratissimum L.), o teor de 6leo
essencial aumentou 142% em relacdo ao de plantas crescidas a pleno sol
(MARTINS et al., 2008). J&4 em guaco (Mikania glomerata Sprengel), o estimulo
da producdo 6leo essencial das plantas pela malha azul, foi acompanhado pelo
incremento da massa seca de folhas (SOUZA et al, 2011).

No entanto, com relagdo a Varronia curassavica Jacq. ha pouca informacao
a respeito de suas adaptacdes fisioldgicas e bioguimicas frente a mudancas na
intensidade, e sobretudo qualidade da luz, sendo relatada a influéncia de niveis
de irradiancia (20 a 100% da luz solar plena) na producdo de massa seca,
rendimento e composicao do 6leo essencial dessa espécie, demonstrando um
efeito inibitorio da restricdo luminosa sobre o crescimento e rendimento do 6leo,
porém sem resultar em diminuigdo da massa seca foliar ou produc¢éo do principal
componente do 6leo essencial com interesse farmacologico, o a-humuleno
(FEIJO et al., 2014). As respostas fisiologicas desta espécie frente a alteracdes
na luminosidade também tém sido pouco estudadas, sobretudo em relacdo ao
metabolismo do carbono e nitrogénio.

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar respostas adaptativas de
plantas de Varronia curassavica Jacq. a duas condi¢cdes de luminosidade:
sombreamento com tela azul 75% e pleno sol, no que se refere a parametros
fisiolégicos relacionados ao crescimento, metabolismo do carbono e nitrogénio,

além da producéao de 6leo essencial.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Tratamentos empregados e delineamento experimental

As mudas de erva-baleeira (Varronia curassavica Jacq.) foram obtidas por
estaquia a partir de ramos retirados de planta matriz localizada no Setor de
Floricultura do Campus Pelotas - Visconde da Graga (CaVG) do IFSul. O
exemplar foi identificado taxonomicamente e as exsicatas foram depositadas no
Herbario PEL, do Departamento de Botanica da Universidade Federal de
Pelotas/UFPEL, sob o nUmero 26.661. As mudas com trés meses de idade foram
transferidas para vasos de polietileno de 3L contendo substrato Beifort S10-B
permanecendo durante trinta dias em casa de vegetacao (Figura 1). Apos esse
periodo, foram submetidas a dois niveis de sombreamento: 0% (pleno sol) e 75%
(sombrite 75% azul). O sombreamento foi obtido através de colocacéo de tela

sobre estrutura montada com o auxilio de bambus e cordas (Figura 2).

Figura 1. Plantas de erva-baleeira com trés meses de idade recém transferidas para vasos de
polietileno de 3 L, em casa de vegetacdo. (Fonte: Lissane Valério, 2015.)
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Figura 2. Condicdes de cultivo da erva-beleeira. Esquerda, pleno sol e direita, estrutura de cultivo
com sombrite azul — 75% de sombreamento) (Fonte: Lissane Valério, 2015.)

Figura 3. Aparelho clorofildbmetro utilizado para analises do indice de clorofila (Chl), o indice de
flavonoides (FIv), o indice de antocianinas e o indice de balanco do nitrogénio (NBI) nas plantas
de erva baleeira (Fonte: Lissane Valério, 2015).

As plantas permaneceram nessas condi¢des durante o periodo de 45 dias,
sendo regadas manualmente conforme a necessidade. As plantas daninhas
também foram retiradas manualmente conforme a necessidade. A cada 15 dias,
foram avaliados a estatura, o comprimento do maior ramo, o nimero de ramos,

namero de folhas e o vigor.
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O vigor das plantas foi avaliado por meio de avaliag&o visual, por atribuicao
de notas numa escala de 1 a 5, onde 1 significa baixo vigor e 5 maximo vigor.
Com o auxilio de clorofildometro (modelo Dualex FORCE-A, Orsay, France), a
partir da média das leituras das duas primeiras folhas expandidas por planta
(Figura 3), foram avaliados o indice de clorofila (Chl), o indice de flavonoides
(FIv), o indice de antocianinas e o indice de balanco do nitrogénio (NBI). O indice
de Flv foi deduzido a partir de propriedades de absor¢édo UV de flavonoides. Esta
abordagem estd relacionada a técnica de fluorescéncia utilizando dois
comprimentos de onda de excitagdo: no comprimento de onda de UV (375 nm),
absorvidos por flavonoides, localizados principalmente na epiderme; e no
comprimento de onda de referéncia que passa através da epiderme, sem ser
absorvido antes de atingir a clorofila no mesofilo. A relacéo entre Chl/Flv permite
a estimativa do indice de NBI (ABDALLAH, 2012).

Ao final do experimento (45 dias de tratamento) foram avaliados: area foliar,
massa seca da parte aérea, de folhas e de raizes, massa fresca de folhas e de
raizes, volume de raizes, area foliar especifica, razdo parte aérealraiz, os teores
de pigmentos fotossintetizantes (clorofilas a e b, clorofila e carotenoides totais)
em folhas, razdo clorofila a/b, razdo clorofila total/carotenoides, atividade da
enzima redutase do nitrato, concentracdo de aminoacidos sollveis totais, nitrato,
proteinas, acucares sollveis totais, teor de 6leo essencial , em raizes e folhas
e fendis em folhas.

A taxa de assimilacdo liquida de CO:2 (A), condutancia estomatica (gs),
concentracéo intercelular de CO:2 (Ci), taxa de transpiracao (E), eficiéncia de
carboxilacdo da Rubisco, eficiéncia do uso da agua (EUA) foram avaliados por
meio do aparelho Analisador de Fotossintese IRGA (LI- 6400XT LI-COR) (Figura
4). Todas as avaliagOes foram realizadas na primeira e segunda folha expandida
mais jovem, do ramo principal de cada planta no periodo entre as 10:00 e 11:00
utilizando como parametros: 380umol mol! de CO:2 e densidade de fluxo de
fotons de 500 e 1.500umol de fétons m2 s, usando fonte de luz LI-COR 6400-
02 acoplado a camara de medicdo IRGA.
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Figura 4. Analisador de trocas gasosas — IRGA (I- 6400XT LI-COR). (Fonte: Lissane Valério,
2015.).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
namero de repeticbes e unidade experimental variavel, dependendo do
parametro avaliado. Nas avaliacbes com o fluorémetro ao longo do periodo de
cultivo (indice de clorofilas, indice de antocianinas, indice de flavonoides, indice
de balanco de nitrogénio), o numero de repeti¢cdes foi igual a 6. Nas avaliacdes
de crescimento (nimero de folhas, comprimento do maior ramo, niumero de
ramos, estatura e vigor), o numero de repeti¢cdes foi igual a 60. Ja para as trocas
gasosas, metabdlitos e biomoléculas (pigmentos fotossintéticos foliares,
acucares soluveis totais, aminoacidos sollveis totais, proteinas, nitrato e fendis
totais), atividade da redutase do nitrato e avaliagbes de crescimento (massa
fresca e seca de raizes e de folhas, massa seca da parte aérea, area foliar e
volume do sistema radicular) aos 45 dias de tratamento, o nimero de repeticbes
correspondeu a 10, onde cada unidade experimental consistiu em uma planta.
Nas determinacfes do rendimento do 6leo essencial, 0 numero de repeti¢des foi
igual a trés, onde a unidade experimental consistiu em 30 plantas. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e nos casos significativos, as
médias pelo Teste de Tukey (P < 0,05). Todas as analises foram realizadas com
o auxilio do programa estatistico SAS 2.0.
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2.2. Métodos analiticos

2.2.1. Andlise de parametros de crescimento

O crescimento das plantas em cada tratamento foi determinado pelo
acumulo de massa fresca e seca dos caules/ramos, folhas e raizes e os
resultados expressos em g plantal. Inicialmente, as plantas recém colhidas
foram separadas em parte aérea e sistema radicular, onde retirou-se
cuidadosamente o substrato das raizes, sendo as partes acondicionadas em
sacos plasticos em caixa de isopor com gelo. Em laboratorio, as raizes foram
lavadas em &gua corrente e secas com papel toalha, e as folhas separadas dos
caules/ramos, sendo em seguida mensuradas as massas frescas de cada parte
da planta. Em seguida foram determinadas a area foliar, por meio de um medidor
de area foliar Li-Cor (Modelo Li-3100—Li-Cor In. NE USA) e o volume do sistema
radicular, por deslocamento de &gua em proveta. As diferentes partes das
plantas foram transferidas para sacos de papel pardo, os quais foram
acondicionados em estufa de circulagdo de ar a 65°C até atingirem peso
constante, sendo entdo determinada a massa seca de cada 6rgdo. As pesagens
foram realizadas em balanca semi-analitica (marca Marte, modelo AS 2000C).

2.2.2. Extracao e quantificacdo de pigmentos fotossintetizantes

A extracdo e quantificacdo dos pigmentos fotossintetizantes foram
realizadas com base em Wellburn (1994). Foram retiradas, uma folha jovem
expandida de cada unidade experimental e em seguida cortadas em pequenos
segmentos, desprezando-se a nervura central. Em cada extracao, foi utilizado
0,04 g de amostra fresca, a qual foi inserida em tubo de ensaio contendo 7mL
de dimetilsulfoxido (DMSQO) neutralizado com carbonato de calcio 5%. Em
seguida, cada tubo foi incubado em banho-maria a temperatura de 65°C por 1
hora, ao abrigo da luz e apds resfriado no escuro até atingir temperatura
ambiente, para entdo serem realizadas as leituras das absorbancias a 480 nm,
649 nm e 665 nm em espectrofotdmetro (marca Biospectro, modelo SP-22).

Os teores de clorofila a, b, total, raz&o clorofila a/b, teores de carotenoides

e razéo clorofila total/carotenoides foram calculados com base nas equacoes:
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Clorofila a = (12,47 x A665) - (3,62 x A649); Clorofila b = (25,06 x A649) - (6,5 X
A665); Clorofila total = clorofila a + clorofila b e Carotenoides = (1000 x A480) -
(1,29 x clorofila a) - (53,78 x clorofila b) / 220; e os resultados foram expressos
em mg g! MF. A partir dos valores obtidos para esses pigmentos, foram
calculadas a Razé&o clorofila a/b = clorofila a/clorofila b; Razéo clorofila

total/carotenoides = clorofila total/carotenoides.

2.2.3. Extracédo e dosagem da enzima nitrato redutase em folhas e raizes

A extragdo e dosagem da atividade da enzima nitrato redutase foi obtida
empregando-se o ensaio in vivo, de acordo com UFPR (2001), em material
recém-colhido: folhas jovens expandidas e em raizes da porcdo mediana do
sistema radicular. Conforme avalia¢6es preliminares foi estipulado o horéario das
9 horas da manha para a coleta do material.

As amostras de 0,8g de folhas e 0,6g de raizes foram lavadas com agua
destilada gelada, secas em papel toalha e incubadas em tubos de ensaio com 4
mL de solu¢céo tampao fosfato de potassio (K2HPO4/KH2POa4, pH 7,5, 100 mM
contendo KNO3 25 mM e propanol 1%) e foram infiltradas sob vacuo a 300
mmHg, durante 1 minuto, repetido por trés vezes, com a finalidade de facilitar a
penetracdo do substrato nos tecidos vegetais.

Apés a infiltracdo, os tubos foram incubados em banho-maria a 30°C por
30 minutos no escuro. Retirou-se um volume de 1 mL do meio de reagao para
tubos com 2 mL de reagente para dosagem de nitrito (sulfanilamida 1% em HCI
3 N e N-1- naftil etilenodiamina hidrocloreto 0,02%), os quais foram incubados
novamente em banho-maria a 30°C por 15 minutos. A concentragao de nitrito foi
determinada em espectrofotdmetro (marca Biospectro, modelo SP-22) a 540 nm,
comparando os valores obtidos com a curva padrao de nitrito em quantidades
variando de 0 a 500 nmol de NOz" e a atividade da enzima foi expressa em pmol
g! MF h,
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2.2.4. Extracdo e dosagem de aminoacidos sollveis totais, nitrato e

acUcares sollveis totais, proteinas e fendis totais em folhas e raizes

A extracdo de aminoacidos soluveis totais, nitrato e acucares soluveis totais
foram realizadas conforme Bieleski; Turner (1966).

Amostras de 1 g de folhas jovens expandidas de cada unidade
experimental (uma planta), sem a nervura central e de raizes da por¢cdo mediana
do sistema radicular, foram coletadas, lavadas com agua destilada gelada, secas
em papel toalha e armazenadas em freezer para posterior extracdo e
determinacdo de metabdlitos.

Durante a extracdo, as amostras foram trituradas em almofariz, utilizando
N2 liquido e posteriormente homogeneizadas pela adicdo de 10 mL de solucéo
extratora M:C:W (metanol:cloroférmio:agua na propor¢cdo de 12:5:3). As
amostras foram deixadas em repouso por 24 horas a temperatura ambiente na
auséncia de luz e posteriormente centrifugadas a 600 x g durante 10 minutos em
tubos de centrifuga reforcados (marca TPP). A cada 8 mL de sobrenadante
obtido, foi acrescentado 2 mL de cloroférmio e 3 mL de agua pura em tubos de
ensaio, os quais foram centrifugados novamente a 600 x g durante 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 presentes (Figura 5). Os extratos foram entéo
armazenados em tubos de eppendorf, em freezer, para posteriores analises dos

teores de aminodacidos soluveis totais, nitrato e acucares sollveis totais.
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Figura 5. Esquema de extracdo de aminoacidos sollveis totais, nitrato, aglcares sollveis
totais (AST) e fendis totais em folhas e raizes.

A extracdo de proteinas de folhas e raizes foi realizada conforme Bueno
(1989). O precipitado obtido no extrato MCW foi ressuspendido em 10 mL de
NaOH 0,1N e homogeneizado. Apds 24 horas, o0 extrato foi centrifugado a 600 x
g por 30 min., e o sobrenadante foi coletado para posterior dosagem.Os teores
de aminoacidos soluveis totais foram determinados segundo Yemm; Cocking
(1955). Os extratos de folhas e raizes devidamente diluidos em &gua pura, em
um volume final de 1 mL, em tubos de ensaio, foram acrescidos de 0,5 mL de
tampéo citrato 0,2 M, pH 5,0, 0,2 mL de reativo de ninhidrina 5% em
metilcelusolve (etermonometilico de etilenoglicol) e 1 mL de KCN 2% (v/v) em
metilcelusolve (preparada a partir da solugdo 0,01 M de KCN em agua pura). Os
tubos de ensaio foram agitados, tampados com bolas de vidro e transferidos para
o banho-maria a 100°C por 20 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados
no escuro até atingir a temperatura ambiente e apos foi acrescentado 1,3 mL de
etanol 60%, completando o volume para 4 mL e feita a agitacdo dos tubos. A
densidade 6tica dos padrdes de leucina (0-200 nmol) e das amostras, foi medida
a 570 nm, sendo feitas duas repeticbes para cada amostra e o teor de
aminodcidos sollveis totais foi expresso em umol gt MF.

A determinacéo de nitrato foi executada conforme o metodo de Cataldo et

al. (1975). O volume de 50 pL de extratos de folhas e raizes devidamente diluidos
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em agua pura, foi misturado a 200 uL de reagente salicilico (acido salicilico 5%
em H2SO04 concentrado) em tubo de ensaio, seguido de agitacdo em vértex.
Decorridos 20 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados lentamente
aos tubos 4,75 mL de NaOH 2N. Apos resfriamento a temperatura ambiente, os
tubos foram agitados novamente e efetuadas as leituras de absorbancia a 410
nm, das amostras, dos padrbes de KNO3s (0-500 nmol de NOz’) e do branco,
sendo feitas duas repeticoes para cada amostra. O teor de nitrato foi expresso
em umol g* MF.

A dosagem de acucares soluveis totais (AST) foi realizada com base em
Graham; Smydzuk (1965). Coletou-se 1 mL de cada amostra devidamente
diluida, de um branco (adgua) e dos padrées (10-150 ug de glicose mL?! ), em
tubos de ensaio, mantidos em gelo. Adicionou-se 3 mL de solugéo de antrona
(0,15% p/v em &cido sulfurico concentrado) resfriada a cada tubo e cobriu-se
imediatamente com bolinhas de vidro. Apés 15 min, agitaram-se os tubos e
incubou-se em banho-maria a 90°C por 20 min. Em seguida, mantiveram-se 0s
tubos no escuro até a atingir temperatura ambiente. Os tubos foram novamente
agitados e a densidade Optica (D.O) dos padrbes, branco e amostras, foram
medidas em espectrofotdbmetro a 620 nm (marca Biospectro, modelo SP-22).

A dosagem de proteinas foi realizada conforme a metodologia de Bradfort
(1976). As proteinas totais foram dosadas pelo método padrdo, utilizando
amostras e padrdo BSA (soroalbumina bovina, fracdo V) em quantidades
variando entre 0 e 100ug em volume de 0,1mL, acrescidos de 5,0mL de reagente
de cor (Coomasie Brilliant G 250, 100mg em 50mL de etanol 95% e 100mL de
H3POa4 85% p/v ). Para raizes foi utilizado o micrométodo, com o padrdo de BSA
em quantidades variando de 0 a 20 ug de proteina /0,1mL, por 1mL de reagente
de cor. Apos a adicao do reagente de cor sobre as amostras e padrdes, o0s tubos
foram agitados para posterior leitura das densidades oOpticas (D.O.) a 595nm.

A quantificacdo de fendis totais foi realizada em aliquotas do extrato
aguoso, na qual foram acrescentados 500 uL de reagente Folin-Ciacalteau 1 N
e agitado em vortex. Apos 15 minutos em temperatura ambiente, foi adicionado
5 mL de reagente alcalino 0,1 N (solucéo de carbonato de sédio e hidroxido de
sbédio) e agitado em vortex. Apés 60 minutos em temperatura ambiente, as
leituras das amostras e dos padrdes de acido fénico (0-200 ug) foram realizadas

em espectrofotébmetro a 760 nm e a quantificacao foi expressa em ug g* MF.
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2.2.5. Extracéo e estimativa do rendimento do 6leo essencial

A extracdo do Oleo essencial foi realizada em amostras de
aproximadamente 100g de folhas secas moidas, por meio 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
quatro horas, contados a partir do inicio da fervura. ApGs o periodo de extracdo
a parte liquida foi separada e foi adicionado 3 g de sulfato de sddio anidro por 15
minutos em agitacdo, para remover toda a parte liquida, separando bem o éleo.
O rendimento em porcentual do 6leo essencial foi calculado com base na massa

seca e na quantidade (mL) de éleo obtido durante a hidrodestilacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de erva-baleeira submetidas a duas condi¢cdes de luminosidade,
pleno sol e sombreamento com malha azul mostraram diferentes respostas
frente as analises realizadas (Figs. 1-8). A malha azul muda o espectro da
qualidade da luz que chega até as plantas, reduzindo as ondas na faixa do
vermelho e vermelho-distante e acrescentando as ondas azuis (Larcher, 2004).
O fluxo de radiacéo pontual transmitida pela malha azul e registrado em unidade
de medida instantanea (umol fétons m=2 s1), obtido em um dia de sol sem
nuvens, e convertido em porcentagem de atenuacao, correspondeu a um valor
de aproximadamente 66%, sendo a radiacdo aproximada que chega as plantas
de sol de 1.500 umol fé6tons m= s e para plantas sombreadas 500 umol fétons
m~2 s (dados ndo mostrados obtidos a partir de medidor fotossintético — IRGA).

A reducdo da intensidade de luz durante o cultivo de erva-baleeira
promoveu efeitos diferenciados entre as plantas mantidas sob pleno sol ou
sombreadas durante o periodo avaliado. O numero de folhas e da estatura,
aumentaram nas plantas cultivadas sob sol pleno, resultando em aumento
significativo desses parametros em relacdo as plantas sombreadas aos 30 dias
de avaliacéo (Figs. 1A e 1B). Ja o numero de ramos e o comprimento do maior

ramo, foram significativamente maiores nas plantas a pleno sol, apenas aos 45
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dias de cultivo (Figs. 1C e 1D). O vigor, no entanto, nao foi alterado mesmo no

grupo de plantas crescidas a pleno sol (Fig. 1E).
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Figura 1. Parametros de crescimento e vigor de plantas de erva-baleeira crescidas a pleno sol
(PS) e sob sombreamento (S). Letras iguais minlUsculas (comparando os dias para
sombreamento) ou letras iguais mailsculas (comparando os dias para pleno sol) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey 5% de probabilidade. Asterisco (*) indica diferenca significativa pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade entre pleno sol e sombreamento dentro de cada periodo
(dia). Valores representam a média + DP. (n=60).

A diminuicdo da intensidade de luz influenciou o crescimento das plantas
de V. curassavica também resultando aos 45 dias de sombreamento em menor
desenvolvimento do sistema radicular, demonstrado pela redugéo significativa
do volume, massa fresca e seca de raizes (Figura 2 E, H, I) e da massa seca da
parte aérea (Figura 2 D).

A massa fresca e seca de folhas, diferentemente das demais variaveis, ndo

foram alteradas pelo sombreamento (Figura 2 C, G), porém a area foliar
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aumentou em aproximadamente 50 %, resultando em acréscimo de quase 70 %
da area foliar especifica (Figura 2 A, B).

Esses dados representam um comportamento classico de plantas expostas
a sombra comparada as plantas em sol pleno, uma vez que, plantas sombreadas
aumentam consideravelmente o tamanho foliar como mecanismo de maior
interceptacao e absorcao de luz para o processo fotossintético, enquanto plantas
sob pleno sol, menor tamanho das folhas sdo suficientes para absorcdo da
energia necessaria a fotossintese, além disso, menor tamanho evita que a folha
receba alta radiacdo que possa levar ao processo de fotoinibicdo e
consequentemente danos aos fotossistemas responséveis pela absorcédo e
transferéncia de energia no cloroplasto (LARCHER, 1995).

A area foliar especifica expressa a razao entre area foliar e a massa seca
da folha e é considerada um importante fator do ponto de vista fisiolégico por
descrever a alocacdo da biomassa da folha por unidade de éarea, refletindo o
trade-off (permuta) entre a rapida producdo de biomassa e a eficiente
conservacao de nutrientes (POORTER; GARNIER, 1999).

A maior reducdo da massa seca de raizes (Fig 2E), em torno de 50 %, em
relacdo a da parte aérea, 20 (Fig 2D), resultou em grande aumento da razéo
parte aérea/raiz (Fig. 2F), o que sugere maior alocacdo do carbono fixado pela
fotossintese para o desenvolvimento da parte area.

Os resultados para os diferentes parametros de crescimento neste
experimento, avaliados aos 45 dias de tratamento, sdo corroborados pelos
encontrados por Feijé et al. (2014), em que plantas de Varronia curassavica com
um més de idade, propagadas por sementes, foram cultivadas por 90 dias sob
0s niveis de irradiancia de 20, 50, 70 e 100% do sol pleno. O acumulo de
biomassa seca total e de raizes mostraram um ajuste quadratico com maxima
producdo a 54% e 75% de irradiancia proporcionada pelo sol pleno,
respectivamente, ao passo que a biomassa seca do caule decresceu
linearmente com o aumento da irradiancia. Apesar da massa seca de folhas ndo
ter sido afetada, mesmo nos niveis de irradiancia mais elevados, a area foliar foi
severamente reduzida, acompanhada por um aumento da razdo massa seca
foliar/area foliar. Resultados diferenciados foram obtidos por Paulilo et al. (2010),
que ndo observaram diferencas no acimulo de massa seca de parte aérea,

folhas ou raizes, para niveis de irradiancia de 20, 70 e 100%, porém houve um
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aumento significativo de area foliar no nivel mais baixo de irradiancia. E
interessante observar que neste experimento, as plantas foram cultivadas
durante 210 dias, onde o nivel mais baixo de irradiancia (20 % da luz solar plena)
correspondeu a 360 umol m? s** de um dia tipico de verdo, ao meio dia, um valor
bem inferior ao estudado em nossas condi¢cdes experimentais, 0 que permite

inferir sobre a grande adaptabilidade dessa espécie a variagdo da intensidade

de luz.
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Figura 2. Parametros de crescimento em plantas de erva-baleeira crescidas a pleno sol (PS) e
sombreamento (S). Média + desvio padréo seguidas por asterisco (*) diferem entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05). (n = 10).

Em menta (Mentha arvensis L.), a maior quantidade de massa seca foliar
acumulada daquelas mantidas a pleno sol pode ter ocorrido devido ao aumento

da espessura foliar (diminuicdo da éarea foliar especifica) que, normalmente,
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ocorre em folhas sob alta disponibilidade luminosa, como recurso de protecéo
aos pigmentos fotossintéticos, conforme relatado por Scalon et al. (2001).
Resultado semelhante foi encontrado por Ventrella e Ming (2000), que
observaram decréscimo na producéo de massa seca foliar de plantas de erva-
cidreira (Lippia alba) com o0 aumento do nivel de sombreamento. Diferentemente,
neste trabalho, as plantas de erva-baleeira crescidas sombreadas, priorizaram a
alocacao de carbono para o aumento da superficie foliar (Figs. 2A e 2B), pois
mesmo apresentando um menor numero de folhas que as plantas crescidas a
pleno sol (Fig. 1A), apresentaram massa equivalente as plantas crescidas a
pleno sol (Fig. 2C), resultando em um efeito compensatorio para a maximizar o
aproveitamento de luz para a fotossintese.

O aumento da area foliar decorre de ampliacdo da superficie
fotossintetizante na planta, visando & maxima absor¢&o luminosa (SCALON et
al.,, 2001). Segundo Nobel (1991) folhas sombreadas geralmente podem
apresentar um aumento na area superficial de 20% a 80% maior do que folhas
crescidas ao sol. A reducao no nivel de radiacdo incidente induz as plantas a
investirem maior proporgéo dos seus recursos no crescimento em altura e em
area foliar. O aumento na area foliar total pode decorrer tanto de aumento na
expansao celular quanto de aumento no niumero de divisées celulares ao longo
da lamina foliar (FRIEND; POMEROQY, 1970).

Os indices de clorofilas e de flavonoides, mensurados ao longo do periodo
de sombreamento na primeira e segunda folhas expandidas mais jovens,
mostraram resultados diferenciados entre as plantas sombreadas e néo-
sombreadas. Nas plantas sombreadas o indice de clorofila e de flavonoides
mantiveram-se estaveis ao longo do periodo avaliado. Nas plantas mantidas sob
pleno sol, o indice de clorofila decresceu, sendo essa diminuigdo significativa
aos 30 dias de exposicao ao sol e o de flavonoides aumentou com o periodo de
exposicao as condi¢cdes naturais de luz, sendo significativamente elevados ja

aos 15 dias de avaliacao (Fig. 3).
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Figura 3. indices de nitrogénio, clorofila, flavonoides e antocianinas em plantas de erva-baleeira
crescidas a pleno sol (PS) e sob sombreamento (S). Média + desvio padrdo seguidas por
asterisco (*) diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05). (n=6).

A relacao inversa observada entre o indice de clorofila e o de flavonoides,
resultou em um decréscimo do indice de balanco de nitrogénio ao longo do
periodo de avaliacdo, sendo este valor superior nas plantas sombreadas (Figs.
3A e 3B). O indice de flavonoides é deduzido a partir de propriedades de

absorcdo UV dos flavonoides. Para obter esses resultados, a abordagem € a
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técnica de fluorescéncia, a qual utiliza dois comprimentos de onda de excitacao:
no comprimento de onda de UV (375 nm), absorvido por flavonoides, localizados
principalmente na epiderme; e no comprimento de onda de referéncia que passa
através da epiderme, sem ser absorvido antes de atingir a clorofila no mesofilo.
A relacao entre clorofilas/flavonoides permite a estimativa do indice de balanco
de nitrogénio (ABDALLAH, 2012). Em relacdo ao indice de antocianinas, foi
possivel mensurar com o clorofilémetro, valores significativos aos 30 e 45 dias
de tratamento, nas plantas mantidas a pleno sol apenas (Fig. 3G).

Esses resultados indicam, possivelmente, uma resposta de fotoprotecao
das folhas a radiacéo solar, considerando que os periodos que antecederam
essas avaliacdes, destacaram-se dos demais quanto ao tempo e intensidade de
exposicao das plantas a energia de radiacao incidente (Fig. 4). Ainda, a grande
oscilagdo térmica, observada pela variacdo das temperaturas maximas e
minimas, pode ter contribuido para essa resposta. Os flavonoides sédo
considerados potentes antioxidantes naturais, isso se deve aos grupos hidroxila
ligados a estrutura do seu anel aromatico. Segundo Almeida (2006) a capacidade
antioxidante dos flavonoides geralmente aumenta com o aumento dos grupos
hidroxila resultantes do favorecimento na deslocalizacéo de elétrons nos nucleos
aromaticos, permitindo assim a estabilidade do radical. As antocianinas (Figs. 3
G-H) sdo compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides e constituem grupos
de pigmentos responsaveis por grande parte das cores em flores, frutas, folhas,
caules e raizes de plantas (TEIXEIRA, 2008). De acordo com Hartmann et al.
(2005) e Ubi et al. (2006), os valores das antocianinas podem variar
significativamente em relagéo ao carater genético e ao meio onde estao sendo
cultivadas, isto porque, genes especificos sdo influenciados pela radiacdo

ultravioleta e em altas temperaturas passam a agir.
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Figura 4. Temperatura, precipitacdo e radia¢éo solar durante o periodo de cultivo de plantas de
erva-baleeira.

Um dos fatores ligados a eficiéncia fotossintética de plantas e
consequentemente ao crescimento e adaptabilidade a diversos ambientes é a
clorofila, presente em todos os vegetais verdes (TAIZ e ZEIGER, 2013). Segundo
Alvarenga et al. (2003) a luz é um fator controlador no acimulo de massa seca
na planta, contribuindo assim para o crescimento e desenvolvimento vegetal. Ja
a plasticidade das plantas esta relacionada com a capacidade de adaptacéo
frente a diferentes situacdes de luminosidade (radiacdo solar), resultando em
modificagbes no aparato fotossintético promovendo o acumulo eficiente de
massa seca e 0 crescimento. Lopes et al. (1986) afirmam que a reducéo da
intensidade luminosa pode diminuir o processo fotossintético e com isso, a
producdo de biomassa seca.

A exposicao das plantas de erva baleeira por 45 dias ao sombreamento,

resultou em diferenca significativa no teor de pigmentos fotossintéticos, em
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relacdo as plantas mantidas a pleno sol. O teor de clorofila a, b e total e
carotenoides totais de plantas sombreadas foram superiores aos encontrados
em plantas ndo sombreadas (Figs. 5A-E), o que contribuiu a grande
adaptabilidade das plantas submetidas a restricdo luminosa. He et al. (1996)
observaram que os teores de clorofila sdo mais elevados em folhas sombreadas,
aumentando dessa forma a capacidade de absorcdo de luz em diferentes
comprimentos de onda nos picos da fotossintese.

A maior razao clorofila total/carotenoides (Fig 5F) e menor razéo clorofila
a/clorofila b nas plantas sombreadas (Fig. 5D), indicam o investimento na
biossintese dos pigmentos coletores de luz acessorios, clorofila a e
carotenoides, para otimizar as reacdes que envolvem os centros de reacédo dos
fotossistemas, favorecendo o aproveitamento da energia luminosa e sua
conversado em energia quimica, necessaria para a fixagdo e reducdo do CO2 em
carboidratos.

A menor razéo clorofila a/clorofila b pode estar relacionada ao fato de que
a maior proporcao de clorofila b em ambientes sombreados esta associado a
degradacdo mais lenta desse pigmento em comparacdo com a clorofila a
(ENGEL; POGGIANI, 1991). O aumento da proporcéo da clorofila b em plantas
com baixa luminosidade € uma resposta importante, pois a clorofila b é
responsavel pela captacdo de energia de outros comprimentos de onda
transferindo-a para a clorofila a, que efetivamente atua nas reacdes fotoquimicas
da fotossintese (SCALON et al., 2002). Essa resposta pode ser explicada como
uma forma adaptativa da planta, fazendo com que a captacao de luz seja mais
eficiente em condicfes de baixa intensidade luminosa.

Os teores de carotenoides tendem a aumentar com 0 aumento da
intensidade luminosa (FERRAZ; SILVA, 2001) e podem ser utilizados para
estimar o potencial fotossintético das plantas devido a sua ligacéo direta com a
absorcdo e com a transferéncia de energia luminosa, assim como ao

crescimento e a adaptacao a diversos ambientes (REGO; POSSAMAI, 2006).
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Figura 5. Teores de pigmentos fotossintéticos em plantas de erva-baleeira crescidas a pleno sol
(PS) e sob sombreamento (S). Média + desvio padrédo seguidas por asterisco (*) diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). (n = 10).

As taxas de assimilacdo liquida de CO:2 (A), condutancia estomatica (gs),
concentragdo intercelular de CO2 (Ci) e taxa de transpiragdo (E) foram
significativamente superiores nas plantas sombreadas em comparacdo as
plantas mantidas a pleno sol, nas duas densidades de fluxo de fétons
fotossintética (DFFF), 500 pumol m? st e 1500 umol m2 s avaliadas (Fig. 6A-D).
Essas variaveis, avaliadas em conjunto, podem indicar um elevado grau de
adaptacdo das plantas ao decréscimo da luminosidade, onde as duas
intensidades de radiacéo fotossinteticamente ativas testadas foram capazes de
estimular as trocas gasosas, possivelmente por meio de maior captacao de CO:2
pelo processo fotossintético e condutancia estomatica, permitindo maior entrada
de CO:2 pelos estdmatos, em ambos os casos. A eficiéncia de carboxilagdo da
Rubisco foi significativamente maior nas plantas sombreadas quando avaliada
sob uma DFFF de 1500 pmol m=2 s, ndo diferindo das plantas mantidas a pleno
sol na DFFF de 500 umol m=2 s (Fig. 6 E), sugerindo também a otimizac&o dos
mecanismos que poderiam levar a maior captacdo e reducdao do CO:
fotossintético. Um dos fatores que pode estar relacionado, é o elevado teor de

pigmentos fotossintéticos nesse grupo de plantas, tanto clorofila a e b e



50

carotenoides (Figs. 5 A, B e E), o que pode ter facilitado a captacéo da radiagcédo
fotossintéticamente ativa e consequente canalizagdo da energia luminosa para
sintese em energia quimica, necessaria para ativacdo da Rubisco e converséo
do CO:2 a carboidratos no Ciclo de Calvin-Benson. Além desse fator, a maior
condutancia estomatica deve ter contribuido para o maior fluxo de COg,
aumentando consequenteente Ci e disponibilizando maior quantidade de
substrato para a Rubisco atuar como carboxilase.

A eficiéncia do uso da agua (EUA), no entanto, foi significativamente inferior
nas plantas sombreadas, independente da densidade do fluxo de fotons
fotossintéticos avaliado, demonstrando que a elevada taxa de transpiracdo nas
plantas sombreadas contribuiram para uma menor relacdo A/E (Figs. 6 A, E e F),
e, portanto uma maior necessidade de uso de agua em relacdo a quantidade de
CO: fixado, 0 que pode pelo menos explicar em parte, o menor crescimento das

plantas sombreadas (Figs. 1 e 2).
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Figura 6. Trocas gasosas em folhas de erva-baleeira crescidas a pleno sol e sob sombreamento.
A — Taxa de assimilacao liquida (A); B — Condutancia estomatica (gs); C — Concentracédo
intercelular de CO: (Ci); D — Taxa de transpiracdo (E); E — Eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco;
F — Eficiéncia no uso da agua (EUA). PS: pleno sol; S: sombreamento. Média + desvio padrao
seguidas asterisco (*) ou cardinal (#) diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05) para pleno
sol e sombreamento (500 pmol m2 s1) e para pleno sol e sombreamento (1500 pmol m-2 s1),
respectivamente. (n = 10).

As diferencas observadas no crescimento das plantas de erva-baleeira
(Figs. 1 e 2) nas condicBes de sombreamento e pleno sol sdo provavelmente
resultantes de diferencas no metabolismo do carbono e do nitrogénio
influenciado pela luz, o que pode ser constatado pelas grandes diferencas nas
oncentracdes de agucares soluveis totais em folhas e raizes (Figs. 7 A e B),
chegando a reduc¢des em torno de 4,5 e 3 vezes os valores aos encontrados em

folnas das plantas crescidas em pleno sol. As grandes reducdes nas
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concentragdes de nitrato, aminoécidos totais e proteinas, assim como a atividade
da enzima redutase do nitrato, em raizes e folhas das plantas sombreadas,
evidenciaram o efeito restritivo da luz tanto no transporte quanto na reducéo e
assimilacao do nitrogénio (Figs. 8 e 9).

Dados evidenciam que as plantas a pleno sol apresentaram uma maior
utilizac@o de energia fotossintéticamente ativa, levando a uma maior fixagéo do
carbono atmosférico em carboidratos, como evidenciado pelo aumento dos
acucares soluveis totais. Os carboidratos, sendo essenciais ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, possibilitaram maior acimulo de massa em
plantas a pleno sol, uma vez que representam fontes de esqueletos de carbono
para o crescimento, sendo produzidos na parte aérea e transportados para as
raizes (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O aumento da producéo de carboidratos também evidencia maior acimulo
de carbono para a sintese de aminoacidos, a partir da absorcao de assimilacdo
de nitrato via nitrato redutase, que, por sua vez, reduz nitrato a nitrito e este pela
acao da enzima nitrito redutase em aménio que € incorporado em aminoacidos
(Fig 8). A maior disponibilidade de aminoacidos em plantas de sol em
comparacao a plantas de sombreadas pode ser utilizada para a sintese de
proteinas (Fig. 9) que desempenham importantes funcées no metabolismo dos
vegetais (BUCHANAN et al., 2015).
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Figura 7. Aglcares sollveis totais (AST) em folhas (A) e raizes (B) de plantas de erva-baleeira
crescidas a pleno sol (PS) e sob sombreamento (S). Média + desvio padrdo seguidas por
asterisco (*) diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). (n = 10).
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O teor de compostos fendlicos foi influenciado significativamente pela
intensidade de radiacao incidente nas plantas, resultando em reducéo tanto em
folhas, quanto em raizes (Fig. 10) desse grupo de biomoléculas nas plantas
sombreadas. Esta resposta pode estar relacionada ao efeito inibitério da luz
sobre a sintese dos metabdlitos primérios como os agucares e aminoacidos, uma
vez que a sintese de compostos aromaticos dependem da disponibilidade de
esqueletos carbbdnicos provenientes do metabolismo de carboidratos e de
aminoacidos. Izquierdo et al. (2011) ao estudarem o efeito da intensidade de luz
e niveis de nitrogénio sobre a sintese de compostos fendlicos em Cecropia
peltata, relacionaram a maior sintese de compostos fendlicos a maior
intensidade de luz em que as plantas foram submetidas, o que foi relacionado a
atividade da enzima fenilalanina amoénia liase, enzima que catalisa a conversao
do aminoacido fenilalanina em acido trans-cinamico, permitindo assim, o fluxo
de entrada dos metabdlitos primarios no metabolismo secundério, por meio da

rota de sintese dos compostos fendlicos.
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Figura 10. Fendis totais em folhas e raizes de plantas de erva-baleeira crescidas a pleno sol
(PS) e sob sombreamento (S). Média + desvio padrédo seguidas por asterisco (*) diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). (n =5).

O rendimento do 6leo essencial de erva-baleeira, calculado com base na
massa seca foi influenciado pela luz. Uma maior porcentagem de 6leo foi obtida
em folhas das plantas mantidas sob sol pleno (Fig. 11), ocorrendo uma reducéo
de aproximadamente 40% nos valores obtidos em plantas cultivadas sob
restricdo de luz.

Em trabalho conduzido por Feij6 et al. (2014) foi demonstrado que tanto o
conteudo quanto o rendimento do Oleo essencial de Varronia curassavica foram
sensiveis a intensidade de radiacdo em que as plantas cresceram, mostrando

uma resposta linear, ou seja, os valores aumentaram com o0 aumento dos niveis
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de irradiancia, o que corrobora com os resultados de nosso trabalho. Esta
resposta foi associada ao aumento da frequéncia de tricomas globulares
glandulares responsaveis pela sintese e armazenamento de O6leo essencial
nesta espécie (VENTRELLA e MARINO, 2008).

Souza et al. (2014) trabalhando com malhas vermelhas e azuis e plantas
submetidas a pleno sol demonstraram em seu trabalho que as plantas de alecrim
(Rosmarinus officinalis L.) cultivadas a pleno sol e sob malha azul apresentaram
maiores valores em relacdo ao teor e rendimento do 6leo. As plantas cultivadas
em malha azul obtiveram um aumento correspondente a 116% no teor de 6leo
guando comparado com as plantas cultivadas sob malha vermelha. Dessa forma
€ possivel inferir que 0 sombreamento com malha azul alterou o metabolismo
secundario em alecrim.

Costa et al. (2014) demonstraram que o teor do 6leo essencial de hortela-
pimenta (Mentha piperita) ndo foi afetado pelos diferentes niveis de
sombreamento (0, 30, 50 e 70%) e malhas (preta e aluminizada); ja o
rendimento, como € dependente do acumulo de biomassa nas folhas,
apresentou resultado similar ao observado para a biomassa seca de folhas.

O rendimento do 6leo de hortela-pimenta (Mentha piperita) apresentou um
decréscimo linear nas malhas utilizadas a medida em que o0s niveis de
sombreamento aumentaram, sendo o rendimento do 6leo na malha preta o mais
afetado. O rendimento maximo para essa espécie foi no tratamento a pleno sol,
corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho. Em plantas
jovens de guaco, Souza et al (2011) obtiveram o menor teor de 6leo observado
em plantas cultivadas a pleno sol, quando comparadas com 0s tratamentos
(diferentes cores de malhas). Nesse trabalho a utilizacdo de malha azul,
apresentou o maior percentual de 6leo essencial. Esse fato de acordo com o0s
autores pode ser explicado devido ao sombreamento proporcionado pela malha
azul promover a ativagao das rotas do metabolismo em plantas de M. glomerata.
A maior producdo de metabdlitos secundarios sob altos niveis de radiacdo solar
sao explicadas devido ao fato de que as reacdes biossintéticas sdo dependentes
de suprimentos de esqueletos carbbnicos, realizados por processos
fotossintéticos e de compostos energéticos que participam da regulacdo dessas
reacoes (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Figura 16. Rendimento de 6leo essencial (extraido de folhas de erva-baleeira crescidas a pleno
sol (PS) e sombreamento (S). Média + desvio padrao seguidas por asterisco (*) diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). (n = 3).

As variagdes da intensidade luminosa e da temperatura no decorrer do dia
podem atuar diretamente em processos primarios, como fotossintese e
respiracdo, o que pode influenciar indiretamente a producdo de metabdlitos
secundarios e nos constituintes do 6leo essencial, cuja sintese depende de
produtos do metabolismo primario (PAULUS et al. 2013).

Souza et al. (2011), encontraram resultados semelhantes em relacdo a
guantidade de massa seca (g) e o rendimento total de 6leo em plantas de guaco.
A intensidade luminosa € um fator que influencia tanto na concentracdo como na
composicdo dos 6leos essenciais. Alguns autores afirmam que o nivel de
sombreamento influencia diretamente no rendimento do 6leo essencial. Dessa
forma, Carvalho e Casali (1999) mostram que varias espécies medicinais
apresentam diminuicdo na producdo do Oleo essencial, quando a radiacdo €
menor. A radiacao € um fator que pode interferir diretamente na producéo e na
qualidade dos Oleos essenciais através da fotossintese, da modulacdo do
fotoperiodo e da qualidade da luz (SANGWAN et al., 2001). Segundo Muniran et
al. (1999), o nivel de sombreamento das plantas também interfere no rendimento
dos o6leos essenciais. O nivel de sombreamento utilizado nesse trabalho foi de
75%, 0 que pode explicar os resultados obtidos (qualidade da luz e menor indice
de radiacao) nas plantas submetidas ao sombreamento.

O cultivo das plantas de Varronia curassavica Jacq sob uma atenuacao da

luz de 66% com malha de luz azul, resulta em grandes alteracbes de seu
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crescimento e metabolismo, de forma a possibilitar o seu desenvolvimento.
Dentre as principais alteragdes, destacaram-se um menor desenvolvimento do
sistema radicular (massa seca e volume) e da parte aérea. Porém ocorre uma
maior alocacao de carbono nas folhas, o que resulta na manutencdo da massa
seca e aumento da éarea foliar, como uma mudanca adaptativa marcante,
influenciando em grande aumento da &rea foliar especifica.

O aumento dos teores dos pigmentos fotossintéticos, clorofila a, b, total e
carotenoides totais, bem como as taxas de assimilacdo liquida de COg,
condutancia estomatica e concentracdo intercelular de COg2, constituem
caracteristicas adaptativas importantes das plantas sombreadas, porém, em
contrapartida, com uma maior taxa de transpiracao e menor eficiéncia do uso da
agua, em relacao as plantas expostas a pleno sol, ndo resultando assim, em um
efeito positivo sobre o crescimento ou parametros bioguimicos relacionados ao
metabolismo de carboidratos e de nitrogénio, como a producdo de acucares,
aminoacidos e proteinas, absorcdo, transporte e assimilacdo de nitrato, ou
mesmo producdo de compostos secundarios, dependentes desses processos,
representados neste trabalho, pelos compostos fendlicos e producao de 6leo

essencial.

4. CONCLUSAO

A espécie medicinal Varronia curassavica Jacq. apresenta elevada
plasticidade considerando as adaptacdes metabdlicas e de crescimento a baixa
intensidade luminosa, verificadas nas condicbes experimentais conduzidas
nesse trabalho. Porém estudos mais aprofundados em relacdo a composicdo do
Oleo essencial devem ser realizados para que possam ser verificadas possiveis
alteracdes nos compostos de interesse comercial presentes no 6leo essencial,
gue podem ser induzidos pela mudanca na qualidade da luz proporcionada pela

malha azul.
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