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RESUMO

Promocéo de crescimento e atividade elicitora do acido salicilico em Achillea
millefolium L.

O acido salicilico (AS) € um composto fendélico presente em plantas e que possui
multiplas funcdes, dentre elas a acdo hormonal de estimulo ao crescimento e
desenvolvimento vegetal e a indugcdo das respostas de defesa da planta sob
condicOes de estresses bioticos e abidticos. Neste sentido, pesquisas relacionadas a
acdo elicitora do AS sobre a sintese de metabdlitos secundarios em plantas
medicinais vem sendo conduzidas com a finalidade de se aumentar o valor
econdbmico destas espécies. O objetivo deste estudo foi determinar o efeito da
aplicacao foliar de AS sobre a producdo de biomassa e a sintese de compostos
secundarios em plantas de mil-folhas (Achillea millefolium L. — Asteraceae), uma
espécie medicinal produzida comercialmente como matéria prima para a industria
mundial de fitomedicamentos. O experimento foi conduzido em plantas envasadas
sob condicdbes de casa de vegetacdo. A aplicacdo do AS foi efetuada nas
concentragbes de 0; 0,25; 0,50 e 1,00 mM aos 20 dias ap0s o transplante das
mudas para os vasos. O efeito do AS sobre o metabolismo das plantas de mil-folhas
foi avaliado através de parametros biométricos de crescimento (area foliar, nUmero
de folhas, producdo de biomassa aérea e radicular, razéo raiz / parte aérea e razao
area foliar / numero de folhas) e parametros bioquimicos (teores de compostos
fendlicos, O6leo essencial, teores de pigmentos e capacidade antioxidante). A
aplicacdo exdgena de AS na concentracdo de 0,50 mM resultou em aumentos
lineares no acumulo de massa seca de raiz, massa seca total, razdo raiz / parte
aérea e teores de clorofila a e clorofila a+b em plantas de mil-folhas. A massa seca
da parte aérea, area foliar, nimero de folhas e razdo area foliar / nimero de folhas
nao foram alteradas pela aplicacdo de AS, bem como os teores de antocianinas,
carotendides e clorofila b. Os efeitos positivos sobre o metabolismo secundario
foram evidenciados pelos aumentos na concentracdo de compostos fendlicos totais
e da atividade antioxidante nas concentra¢des 0,50 e 1,00 mM. O teor e rendimento
de 6leo essencial foram maiores em plantas tratadas com 0,50 mM. Concluiu-se que
a utilizacdo de AS constitui-se em técnica de manejo vantajosa para a obtencédo de
aumento na massa seca total das plantas de mil-folhas, devido a maior massa seca
de raizes. O efeito elicitor foi obtido com a aplicacdo de 0,50 mM de AS, resultando
em maior valor econémico da matéria prima, devido ao aumento na producédo de
compostos secundarios, tais como fendis totais e 6leo essencial, além de um
concomitante aumento na atividade antioxidante do extrato vegetal.

Palavras-chave: Planta Medicinal, Regulador Vegetal, Oleo Essencial, Atividade
Antioxidante.



ABSTRACT
Growth promotion and elicitor activity of salicylic acid in Achillea millefolium L.

Salicylic acid (SA) is a phenolic compound found in plants and has multiple functions,
including hormone action of stimulating plant growth and development and induction
of plant defense responses under conditions of biotic and abiotic stresses. In this
sense, research related to SA elicitor action on the synthesis of secondary
metabolites in medicinal plants has been conducted in order to increase the
economic value of these species. The objective of this study was to determine the
effect of foliar application of SA on biomass production and the synthesis of
secondary compounds in yarrow (Achillea millefolium L. - Asteraceae), a medicinal
species commercially produced as feedstock for the world of phytomedications
industry. The experiment was conducted in potted plants under greenhouse
conditions. The application of SA was made at concentrations of (0, 0.25, 0.50 and
1.00 mM) at 20 days after transplanting the seedlings to pots. The effect of SA on the
metabolism of yarrow plants was evaluated through biometric parameters of growth
(leaf area, leaf number, biomass production and root, root / shoot ratio and leaf area /
number of sheets ratio) and biochemical parameters (levels of phenolic compounds,
essential oil, pigment content and antioxidant capacity). Exogenous application of SA
in the concentration of 0.50 mM resulted in linear increases in biomass accumulation
of root, total dry mass, root / shoot ratio and chlorophyll a content and chlorophyll a +
b in yarrow plants. The shoot dry mass, leaf area, leaf number and leaf area / number
of sheets ratio were not changed by the application of SA and the anthocyanin
content, carotenoids and chlorophyll b. The positive effects on the secondary
metabolism were evidenced by increases in the concentration of phenolic
compounds and antioxidant activity in 0.50 and 1.00 mM concentrations. The content
and essential oil yield were higher in plants treated with 0,50 mM. It concludes that
the use of SA is advantageous in management technique for obtaining increases in
total dry mass of yarrow plants due to greater dry mass of roots. The elicitor effect
was obtained with the application of 0.50 mM of SA, resulting in greater economic
value of the feedstock due to increased production of secondary compounds, such
as phenolic compounds and essential oils, and a concomitant increase in antioxidant
activity the plant extract.

Keywords: Medicinal Plant, Growth Regulator, Essential Oil, Antioxidant Activity.
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1 INTRODUCAO

A comercializacdo de plantas medicinais vem crescendo nos ultimos
anos e gerando alternativas de fonte de renda para a agricultura familiar. Um
elemento fundamental a ser considerado no cultivo de espécies medicinais é a
necessidade de se associar uma maxima producdo de biomassa das plantas ao
maximo rendimento da substancia ativa, desde que a matéria prima proveniente
destas plantas sera comercializada tanto em termos de quantidade como de
gualidade.

Achillea millefolium L., comumente conhecida por mil-folhas, € utilizada
na medicina popular contra varias doencas, incluindo inflamacdes da pele e
distarbios gastrointestinais e hepatobiliares. Além do uso tradicional, esta espécie é
empregada como matéria prima nas industrias de fitomedicamentos e de chéas
(BENEDEK; KOPP, 2007). No caso do Brasil, a Mil-folhas é uma das espécies
listadas no Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Servico Unico
de Saude (RENISUS), cuja implantacdo e solidificacdo da cadeia produtiva vem
sendo foco de politicas publicas e investimentos por parte do governo federal
(BRASIL. Ministério da Saude, 2009).

Elicitores podem ser definidos como substancias que, quando
introduzidas em pequenas concentracdes em um sistema de células vivas, iniciam
ou aumentam a biossintese de compostos especificos (RADMAN et al., 2003). O
Acido Salicilico (AS) € um composto fendlico relacionado as respostas de defesa do
vegetal, o que explica a sua atuagcdo como composto elicitor do metabolismo
secundario tanto em espécies vegetais medicinais como espécies categorizadas
como alimentos funcionais. Adicionalmente a sua acéao elicitora, o AS também atua
positivamente sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas, o que possibilitou
a sua inclusao na lista de hormonios vegetais (KERBAUY, 2008).

Neste contexto, a aplicacdo de &cido salicilico pode melhorar o
desempenho produtivo e a biossintese de compostos secundarios de interesse em
plantas medicinais, constituindo-se em uma tecnologia com grande potencial de
incorporacdo ao manejo técnico destas culturas. Para tanto, tornam-se necessarios
estudos sobre as dosagens aplicadas e respostas espécies-especificas, bem como
investigacdes que auxiliem no entendimento do mecanismo de acdo do composto

citado.
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O desenvolvimento abrangente de estudos fisiolégicos que visam o
aumento de producdo através de aplicacdo de novas tecnologias em plantas
medicinais torna possivel o conhecimento das provaveis alteracbes em seu
metabolismo, rendimento e qualidade da producédo de principios ativos. Desta forma,
a possibilidade de manipulacdo das condi¢gdes de cultivo se traduz em aumento no

valor comercial destas espécies, alcancando maior competitividade no mercado.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da aplicacao foliar de
diferentes concentracfes de AS sobre a producdo de biomassa (efeito hormonal) e a

sintese de compostos secundarios (efeito elicitor) em plantas de mil-folhas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos da cultura

A espécie medicinal Achillea millefolium L. (mil-folhas), pertencente a
familia Asteraceae que € uma das maiores familias de plantas e compreende cerca
de 1.600 géneros e 23.000 espécies (ANDENBERG et al., 2007). No Brasil, a familia
€ representada por, aproximadamente, 180 géneros e 1.900 espécies, distribuidas
em diferentes formagdes vegetacionais (BARROSO et al., 1991; NAKAJIMA; SEMIR,
2001). A mil-folhas é nativa da Europa, América do Norte, Sul da Austrélia e Asia.
Trata-se de uma espécie herbacea, perene, rizomatosa de 30 - 50 cm de altura.
Possui folhas compostas finamente pinadas, de 5 - 8 cm de comprimento e flores
brancas, presentes em capitulos reunidos em uma panicula terminal. Multiplica-se
por estacas e por divisado da touceira (LORENZI, 2001).

A. millefolium tem sido usada na medicina popular contra varias
doencas, incluindo inflamacdes da pele e disturbios espasmaodicos gastrointestinais
e hepatobiliares (BENEDEK; KOPP, 2007). Embora sendo espécie nativa de regides
temperadas, a Mil-folhas se adaptou bem as condi¢bes climaticas do Brasil
(LORENZI; MATOS, 2002).

Entre os compostos ativos da Mil-folhas destaca-se a presenca de 6leo
essencial com terpenos (cineol, borneol, pinenos, canfora, azuleno), derivados
terpénicos e sesquiterpénicos, taninos, mucilagens, cumarinas, resinas, saponinas,
esteroides, Aacidos graxos, alcaloides e principio amargo (CORREA; SIQUEIRA
BATISTA; QUINTAS, 1998; PANIZZA, 1998; SIMOES et al., 1998). Foram também
detectados compostos do tipo lactonas e flavondides (SIMOES et al., 1998). Os
flavondides e seus heterosideos estdo relacionados com a atividade
antiespasmaodica (LEUNG, 1980). Cada parte da planta folhas, inflorescéncias e
raizes é usada para uma ou mais finalidades diferentes (CHANDLER; HOOPER,;
HARVEY, 1982).

A Achillea millefolium L. € uma das espécies listadas no Registro
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Servico Nacional de Saude
(RENISUS), sendo amplamente utilizada pela populacdo brasileira. No entanto sado

necessarios mais estudos para determinar as condicdes de crescimento e de
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producdo agricola, seguranca, eficacia e definicdbes da forma farmacéutica mais
adequada (BRASIL. Ministério da Saude, 2009).

O ciclo médio de desenvolvimento da Mil-folhas se da em 4 meses
(120 dias), sendo possivel a realizacao de trés a quatro colheitas da cultura por ano.
Adotando-se o espacamento de 0,7 x 0,5 m é possivel plantar 28 mil mudas por
hectare, com producdo de 2336 kg de matéria verde (83,43 gramas por planta). De
cada 100 Kg de matéria verde pode-se obter 1 Kg de 0Oleo essencial, portanto a
rentabilidade aproximada de producéo de 6leo essencial de Mil-folhas € de 23,36 Kg
de 6leo por hectare (NETTO; RAFAELLI, 2004).

3.2 Acido Salicilico: efeitos sobre processos fisiol6gicos da planta

O &cido salicilico (AS) € um composto fendlico de natureza hormonal
derivado do acido benzoico e relacionado a aspirina. O AS é produzido pelas plantas
e desempenha um papel importante na resposta a varios estresses abioticos e ao
ataque de patégenos (NOREEN et al., 2009; HE et al., 2002).

FIGURA 1- Estrutura quimica do Acido Salicilico.
o)

OH

OH

Fonte: Taiz & Zeiger, 2004.

Na interacdo planta - patdogeno, o AS é um conhecido indutor da
resisténcia sistémica adquirida (SAR), sendo acumulado rapidamente no local da
infeccdo durante o ataque de patégenos e ocasionando a reacdo de
hipersensibilidade em plantas. Este composto se espalha para outras partes da
planta para induzir uma vasta gama de respostas de defesa (KERBAUY, 2008).

Além da atuacdo do AS como indutor das respostas de defesa do

vegetal em condi¢des de estresse, este atua também como um importante regulador
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de diversos processos fisioldgicos relacionados ao crescimento e desenvolvimento
das plantas. Entre esses efeitos estdo a inducdo da floragdo em espécies herbaceas
(HEGAZI; EL-SHRAYI, 2007), a estimulacdo do desenvolvimento da raiz, o
fechamento dos estbmatos e a reducdo da transpiracdo (SINGH; USHA, 2003),
regulacdo da sintese de clorofilas e carotenoides, fotossintese, transpiracdo e
condutancia estomética (LIU et al., 2011), a reversdo dos efeitos do acido abscisico
(DAVIES, 2004), a regulamentacdo do gravitropismo (HUSSEIN; BALBAA,
GABALLAH, 2007), a inibicdo do amadurecimento de frutos (SRIVASTANA;
DWIVEDI, 2000) e a tolerancia a estresses bibticos e abidticos (POPOVA;
PANCHEVA; UZUNOVA, 1997; HAYAT et al., 2005).

Hegazi e El —Shrayi (2007) testaram os efeitos da aplicacédo foliar de
AS e paclobutrazol sobre o feijao. O AS, na dosagem de 0,01 mM aumentou
consideravelmente o peso das plantas, atingindo os valores maximos de peso seco
da parte aérea. Entretanto, esta dosagem resultou em diminuicdo nos conteudos de
clorofila a, clorofila b e clorofila total. Com relac&o ao florescimento, o AS na dose de
0,001 mM proporcionou um aumento no numero de flores por planta e nos pesos
fresco e seco das flores. A dose menor de AS (0,001 mM) favoreceu uma maior
concentragdo de proteinas nas folhas do que nos nddulos, sendo observado um
efeito contrario para a dose maior (0,01 mM).

Kazemi (2014) testou os efeitos da aplicacdo foliar de AS e &acido
jasmonico (MJ) no crescimento, florescimento, rendimento e qualidade do fruto de
tomate. Os resultados indicaram que o AS na dosagem de 0,5 mmol.L* e MJ na
dosagem de 0,25 mmol.L?, aplicados isoladamente ou em combinacéo (0,5 mmol.L™
de AS + 0,25 mmolL™ MJ) aumentaram o crescimento vegetativo e reprodutivo, o
rendimento e o teor de clorofila.

Askari e Ehsanzadeh (2015) caracterizaram as respostas fisiologicas
de funcho (Foeniculum vulgare) ao déficit hidrico e a aplicacdo exodgena de AS. Seis
genatipos de funcho foram estudados, sendo submetidos a dois niveis de irrigacao
(irrigacao apods o esgotamento de 35 e 75% da agua disponivel no solo) e trés niveis
de AS (0,0; 0,5 e 1,0 mM). Os resultados indicaram que a pulverizacéo foliar com 0,5
mM de AS ndo s6 afetou positivamente o potencial hidrico, contetdo relativo de
agua, concentracdo de prolina, teores de clorofila, carotenoides e Oleo essencial,
como também mudou significativamente as atividades de enzimas antioxidantes,

caracteristicas essas que em conjunto permitiram o funcho resistisse a seca.
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3.3 Acido Salicilico: atuag&o como elicitor do metabolismo secundario

Elicitacdo € um processo de sintese induzida ou melhorada de
metabodlitos secundarios pelas plantas para garantir a sua sobrevivéncia,
persisténcia e competitividade (NAMDEO, 2007). Elicitores podem ser definidos
como substancias que, quando introduzidas em pequenas concentragdes em um
sistema de células vivas, iniciam ou aumentam a biossintese de compostos
especificos (RADMAN et al., 2003). Consequentemente, a utilizacdo de elicitores
das respostas de defesa da planta tem sido avaliada como estratégia biotecnolégica
para aumentar a sintese de compostos secundarios de planta de interesse para as
industrias de medicamentos e nutracéuticos (AL-TAWAHA et al., 2005). Dentre as
moléculas citadas como elicitoras estdo o metiljasmonato, o acido salicilico, extratos
de leveduras, a quitosana e os metais pesados (NAMDEO, 2007), os quais sao
geralmente aplicados em cultura de células, tecidos ou 6rgéos vegetais. Mas existe
grande interesse na aplicacdo das substancias elicitoras em plantas intactas, o que
tornaria possivel a utilizacdo desta técnica em cultivos comerciais de grande escala.

O Acido Salicilico (AS) € um composto fendlico relacionado as
respostas de defesa do vegetal, o que explica a sua atuagdo como composto elicitor
do metabolismo secundario, tanto em espécies vegetais medicinais como espécies
categorizadas como alimentos funcionais. O AS induz a expressdo de genes
relacionados a producéo de algumas classes de metabdlitos secundarios em plantas
(TAGUCHI et al., 2001). Elicitores fungicos também estimulam a acumulacéo de AS
em algumas culturas de células de plantas, no entanto, a indug&o da maior parte dos
metabalitos secundarios por elicitores fungicos € AS-independente. Isto pode sugerir
que a acumulacéo de metabdlitos secundarios de plantas € uma resposta local, mas
ndo sisttmica. O AS atua em plantas como elicitor bidtico capaz de aumentar a
producdo de diferentes grupos de metabdlitos secundarios tais como terpenos,
alcaldides, flavonoides, compostos fendlicos e fitoalexinas (ALI et al., 2006; SILVA et
al., 2014).

Zhang et al. (2006) avaliaram o efeito de diferentes concentracbes de
trés elicitores (acido salicilico, acetato de etila e metil salicilato) aplicados via
pulverizacdo foliar em diferentes estadios fenologicos da soja sobre o teor de
isoflavonas (compostos fendlicos pertencentes a classe dos flavondides). Os

resultados mostraram que as concentracdes de 0,01 e 100 mM de AS aplicadas no
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estadio R1 aumentam significativamente os niveis de algumas isoflavonas
individuais em sementes de soja. Para todos os elicitores testados, a concentracao
utilizada foi mais decisiva do que a época de aplicacao para a obtencdo de aumento
no teor de isoflavonas.

Pacheco et al. (2013) avaliaram a acédo hormonal e elicitora da
aplicacdo exogena de AS (0; 0,25; 0,50 e 1,0 mM) em plantas de caléndula
(Calendula officinalis L.). Houve aumentos lineares no acumulo de biomassa,
namero de inflorescéncias e teor de flavondides nas plantas, sem entretanto
ocorrerem alteracdes na atividade fotossintética e transpiragao.

Kim et al. (2009) estudaram os efeitos da aplicacdo de AS, giberelina,
citocinina e ethephon em dente-de-ledo (Taraxacum officinale). Houve aumento
significativo no conteudo de flavondides em resposta a aplicacdo de AS, mas o
mesmo efeito ndo foi observado em relacdo aos demais reguladores. Tal
comportamento foi observado apenas sob condicbes de estresse (WADA et al.,
2010).

Kovacik et al. (2009) avaliaram a influéncia da aplicacdo de AS sobre
aspectos fisiologicos e o metabolismo de fendis em camomila (Matricaria
chamomilla). As doses de AS testadas resultaram tanto em respostas de promocéao
(0,05 mM) como de inibicdo do crescimento (0,25 mM). Com relagcdo ao metabolismo
fendlico, a dosagem maior de AS resultou em efeito toxico, indicado pelo aumento
na atividade da enzima fenilalanina-amonia-liase (PAL), seguido pelo aumento na
acumulacdo de compostos fendlicos sollveis e de lignina. Esta resposta geral pode
ser explicada, segundo os autores, pelo mecanismo de inducéo de tolerancia ao
estresse oxidativo, como forma de mitigacdo ao estresse originado pela super
dosagem de AS.

Pérez et al. (2014) avaliaram a aplicagdo foliar de AS (0,5; 1,0 e 2,0
mM) e peroxido de hidrogénio (H.O2) (0,05; 0,1 e 0,5 mM) em plantas de Mentha
piperita e o seu efeito sobre o perfil de metabdlitos e da capacidade antioxidante de
infusdes resultantes. Os resultados demonstraram que a concentracdo 2 mM de AS
aumentou os parametros de crescimento e perfii metabdlico das plantas
(carboidratos e aminoacidos), sendo que e as concentracdes 0,5 e 1 mM de AS
aumentaram os teor de compostos fendélicos nas plantas de hortela.

Rodrigues-Brandéo et al. (2014) investigaram o efeito do AS sobre a

atividade antioxidante e producédo de betacianinas em folhas de Alternanthera tenella
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cultivada in vitro. As plantas foram cultivadas em meio MS liquido e vermiculita como
substrato. Apos 35 dias, 15 mL de AS foi adicionado em uma concentracdo de
400uM. O conteudo de betacianinas, fendis totais e flavondides e a capacidade
antioxidante ndo-enzimatica foram determinadas em folhas de A. tenella apos 0, 12,
36 e 48h de tratamento. Os resultados obtidos demonstram que apds 36h, as
concentragfes de betacianinas e fendis totais aumentaram. Em contrapartida, o
aumento no tempo de exposicdo causou uma ligeira diminuicdo nos teores de
flavondides totais e inibicdo da atividade do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH).

Divya, Puthusseri e Neelware (2014) estudaram a aplicacdo de
diferentes niveis de metil jasmonato e acido salicilico na pré-colheita de plantas de
coentro, a fim de aumentar a concentracdo de carotenoides totais, do betacaroteno
luteina e, a0 mesmo tempo, provocar o aumento de outros anti-oxidantes
importantes, tais como compostos fendlicos, particularmente o &cido clorogénico
(composto fendlico predominante em folhas de coentro). Os resultados demonstram
que os teores de carotendides e compostos fendlicos aumentaram 6,8 e 3%
respectivamente, quando tratados com metiljasmonato (0,01 mM), enquanto que o
tratamento com AS (0,5 mM) resultou em aumentos de 5,4 e 3,5% dos respectivos
compostos.



21

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condicfes de casa de vegetacdo com
controle de temperatura e umidade, instalada na Area Experimental da Faculdade de
Agronomia da UNOESTE, em Presidente Prudente/SP. As mudas foram obtidas a
partir de plantas matrizes de mil-folhas (Achillea millefolium L.) provenientes do
Horto de Plantas Medicinais da UNOESTE, cujas exsicatas estdo depositadas no
herbario da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ - USP).

As mudas foram propagadas por divisdo da touceira e plantadas em
saquinhos com substratos para formacdo das mudas. Apds o periodo de formacéo
das mudas (30 dias), foi realizado o transplante das mesmas para vasos plasticos
com capacidade para vinte litros, preenchidos com 18kg/vaso™ de solo de barranco.
O solo foi corrigido seguindo resultado da analise quimica (Tabela 1), conforme
recomendacdes para espécies herbaceas perenes do Boletim 100 — IAC. Adicionou-
se calcéario dolomitico 85% PRNT (31,86 g.vaso™), cloreto de potassio (2,7 g.vaso™),
super fosfato simples (18 g.vaso™), para a adubacdo com micronutrientes adicionou-
se 0,9 g.vaso™ do fertilizante FTEBR12® (granulado) (S: 3,9%, B: 1,8%, Mg: 2,0% e
Zn: 9,0%).

Os vasos foram irrigados por aspersores duas vezes ao dia as 8 e 17
horas lamina de 6,4mm a cada 12h, de modo a manter o solo umido para garantir a

disponibilidade hidrica necessaria durante todo o ciclo da cultura.

TABELA 1- Analise quimica do solo utilizado no experimento.

pH M.O. Ca Mg K P S Mn Fe Cu Zn B
CaCF¥ gdm® mmoledm® e MG AM P
4,3 kK 55 4,2 36 30 245 04 38 10 05 0,14

A aplicacdo do Acido Salicilico (AS) foi realizada aos 20 dias apds o
transplante das mudas para os vasos, durante 3 dias consecutivos. As diferentes
concentracfes de AS utilizadas (0; 0,25; 0,50 e 1,00mM) foram preparadas a partir
de uma solucédo mestra de 1,00mM. Optou-se por ndo usar a concentracdo 0,75 mM
de AS com base em andlise de resultados para essa concentracdo na literatura
(PACHECO et al., 2013; ASKARI; EHSANZADEH, 2015). O produto, na formulagao
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pd (Sigma Aldrich, PM 138,1 g), foi pesado em balanca analitica, diluido em 10 ml
de etanol 90° e finalmente dissolvido para 1 L de dgua destilada. A pulverizacao foi
realizada em toda a parte aérea das plantas até o ponto de gotejamento, aplicando-
se 40 mL/plantas, através de pulverizador manual com capacidade para 2 litros;
utilizando-se o Agral® (nonil fenoxi poli (etilenoxi) etanol) como agente espalhante
adesivo na proporcéo de 50 pL.L™* de solucao.

4.1 Preparo do extrato alcoodlico de Achillea millefolium L.

As determinacfes do teor de compostos fendlicos totais e teor de
antioxidantes totais ndo enziméticos foram realizadas a partir da obtencdo de extrato
etanolico. As folhas de A. millefolium L. foram secas em estufa a 40°C e trituradas
em liquidificador. Uma massa de 50g de folhas secas e trituradas foram submetidas
a extracdo com 1,5L de solvente extrator etanol 70° GL durante um periodo de 30
minutos, sob temperatura ambiente e abrigo da luz. O processo de maceracao e
filtracAdo do sobrenadante foi realizado em trés etapas (M1, M2 e M3) e apds 30
minutos de maceracéao foi retirado apenas o solvente, mantendo-se a mesma massa
de folhas, repondo o solvente apds completa filtracdo (mantendo sempre a massa
de folhas umida). Os extratos brutos obtidos foram reunidos e concentrados por
evaporacao a vacuo, sendo em seguida obtido o extrato bruto seco apos secagem
em estufa de circulagdo de ar & 30°C (COSTA, 2002; SIMOES et al., 2007),

conforme fluxograma apresentado na Figura 2.
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FIGURA 2 - Fluxograma da obtencdo do extrato alcodlico de folhas de Achillea

millefolium L. por maceracéao.

| Folhas Frescas |

| | Secagem em estufa de circulagido de ar
40°C

50g de folhas secas moidas|

500ml Etanol 70°GL
Maceragéo 30 minutos

| Torta | Extrato Bruto

| 500ml Etanal 70°GL I

Concentragéo por evaporagio
a vacuo

Extrato Bruto Estufa 30°C

Torta

| s0omi Etanol 7oeaL |

Extrato Bruto Seco

Torta . |
Extrato Bruto | 1

Fendis Totais DPPH

Descarte

A colheita foi realizada aos 120 dias apdés o transplante das mudas
para os vasos, colhendo-se folhas jovens e adultas. O efeito do AS nas plantas foi

avaliado pelas seguintes variaveis:
a) Area foliar planta™ (AF) (cm?):

Avaliada por método destrutivo, utilizando medidor portatil de area
(modelo LI - 3000A, LI-COR, USA). Foram avaliadas 5 plantas/repeticdes por

tratamento.

b) Nimero de folhas/planta (NF):
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O numero de folhas foi determinado por contagem manual, sendo

consideradas as folhas uniformes.

c) Massas seca parte aérea (MSPA) e raizes (MSR) em g planta™:

As folhas e raizes foram colocadas para secar separadamente, em
estufa com circulacdo de ar a temperatura de 40°C (folhas) obtendo seu peso
constante em 36 horas e 60°C (raizes) obtendo seu peso constante em 72 horas,

para a determinacdo da massa de matéria seca.

d) Razao raiz/parte aérea (R/PA):

Foi realizada uma analise de particdo de biomassa pela relacdo entre a
massa seca da raiz e massa seca da parte aérea (BENINCASA, 2003).

e) Razao de area foliar/numero de folhas (AF/NF):

Foi realizada uma analise de particdo de biomassa pela relacdo entre a
area foliar e o numero de folhas por planta (BENINCASA, 2003).

f) Teor de pigmentos foliares (clorofila a, clorofila b, carotendides e antocianinas):

A extracdo de pigmentos de acordo com o método de Sims e Gamon,
(2002). Foram pesadas 0,047 g de folhas e maceradas em nitrogénio liquido.
Acrescentou-se 3 mL de solucdo tamponada (80% de acetona pura e 20% da
solucdo TRIS® - (hidroximethil) aminometano, molaridade 121,14 g.mol™),
colocando-se em freezer por 1 hora para a liberagcdo dos pigmentos. Apds esse
tempo, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 5 minutos a 200 rpm. Depois
deste processo, foram retirados os sobrenadantes e colocados em cubetas para
leitura realizada em espectrofotdmetro (clorofila "A" a 663nm; clorofila "B" a 647nm;
antocianinas a 537nm e carotendides a 470nm).

Os valores foram submetidos aos calculos:
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Clorofila a = 0,01373 x (A663) — 0,000897 x (A537) — 0,003046 x (A647)
Clorofila b = 0,02405 x (A647) — 0,004305 x (A537) — 0,005507 x (A663)
Clorofilaa + b = Cla + Clb

Antocianinas = 0,08173 x (A537) — 0,00697 x (A647) — 0,002228 x (A663)

Carotendides = (A470 — (17,1 x (Cla + CIb) — 9,479 x (antocianinas))
119,26

g) Teor de fendis totais nas folhas (ug/ml):

A concentracdo de fendis totais (FT) dos extratos foi analisada de
acordo com o método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI JR, 1965) com
modificacdes. O procedimento foi realizado em tubos de ensaio com capacidade de
3 mL. Um volume de 300 pL da solucédo teste diluido em agua destilada na
proporcdo 1:10 foi misturado com 1500 uL do reagente Folin-Ciocalteu também
diluido em &gua destilada (5 mL de Folin + 45 mL de &agua destilada). Ap6s 5
minutos, adicionou-se a mistura 1200 pL de solucéo de carbonato de sédio 4% (m/v)
e os tubos de ensaio foram mantidos no escuro a temperatura ambiente por 30
minutos. Decorrido o tempo, a absorbancia foi determinada a 735 nm, utilizando
espectrofotdmetro.

O teor de fendis totais (ug/mL) foi determinado por interpolacdo da
absorbancia das amostras na curva analitica construida com padrao de acido galico.
Para a elaboracdo da curva analitica, foi utilizado o acido galico nas concentracdes
de 5 a 70 pg/mL diluido em etanol 98° GL. As concentragbes de fenois foram
expressas em ug/mL de equivalentes de acido galico.

h) Teor de antioxidantes totais nas folhas:

Para este ensaio, utilizou-se o extrato bruto seco diluido na proporgéo
de 1:2 em etanol. A solucéo, adicionou-se 0; 20; 40; 60 e 100 puL da amostra,
acrescentou-se 250 pL de solucdo de DPPH e o volume foi completado com etanol
98° para 3000 pL. A leitura a 517 nm foi realizada em espectrofotometro (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).
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A partir dos resultados obtidos, determinou-se a concentracao inibitoria
(IC). A quantidade de antioxidantes necesséria para decrescer a concentracao inicial
de DPPH em 50% é denominada concentracao inibitéria 50% (ICsp). A porcentagem

de supresséo do radical DPPH foi obtida pela seguinte equacéao:

Cl.vli=C2.V2

Onde: C1 é o valor da diluicdo realizada e V1 € o valor da
concentracdo da amostra, C2 é a concentracédo final e V2 é o volume final (amostra
+ DPPH + etanol).

Os valores de absorbancia em todas as concentracfes testadas, no
tempo de 30 min, foram também convertidos em porcentagem de atividade
antioxidante (%AA), determinada pela equagéo:

%AA= EAcontrole - Aamostrg]) x 100

Acontrole

Onde: Acontrole € @ absorbancia inicial da solugcdo metandlica de DPPH e
Aamostra € @ absorbancia da mistura reacional (DPPH+amostra) (MOREIRA et al.,
2005; YEN; DUH, 1994).

i) Teor (TOE) e Rendimento de 6leo essencial (ROE) nas folhas:

Para verificagdo destes parametros foram utilizados 4 plantas de cada
tratamento, nas quais as folhas foram retiradas e colocadas em sacos de papel
Kraft, acondicionando-se em estufa de circulacédo forcada de ar a 35°C. O método
de extracdo adotado foi a hidrodestilacdo em aparelho Clevenger modificado por
Wasicky e Akisue (1969). Uma amostra de 10 g de folhas secas néo trituradas por
planta foi colocada em baldo volumétrico de 1000 mL e acrescentado um volume
500 mL de agua destilada em um periodo de extracdo de 90 minutos. Ao final do
periodo de extracdo, o hidrolato obtido de cada hidrodestilacdo foi submetido a
particdo liquido-liquido em funil de separacdo, com 3 por¢gbes de 25 mL de
diclorometano (cada porcdo descansou por 20 minutos, totalizando 60 minutos por
repeticédo). As fracBes organicas de cada repeticdo foram reunidas e secas com uma
porcdo em excesso de sulfato de magnésio anidro. O sal foi removido por filtracao

simples e os solventes foram evaporados em capela de exaustdo de gases até
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alcancar o peso constante, obtendo-se o 6leo essencial purificado. Diante da massa
obtida, foi determinado o teor percentual de 6leo essencial nas folhas: T% = massa
do oleo (g) / 10 g x 100. O rendimento foi calculado pela férmula: R = massa seca
total de folhas por planta (g) x massa seca do 6leo obtido (g) / 10 g, de acordo com
Brant et al. (2009).

4.2 Andlise estatistica

O experimento foi realizado em arranjo inteiramente casualizado, com
4 tratamentos (concentracoes de AS) e 10 repeticdes (individuos) em cada
tratamento. Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a anélise de variancia
(p < 0,05), e, posteriormente ao teste Tukey e analise de regressdo. A escolha do
modelo de regressdo escolheu-se curvas com menor indice e maior R2, para
expressar o comportamento das variaveis em funcdo do aumento das doses de AS.
Realizou-se andlise de regressao para as variaveis com teste F significativo e nao
significativo, como indicado por Pimentel Gomes (2009). Os resultados sé&o
apresentados pela média dos tratamentos e erro padrdo. Utilizou-se o Programa
Estatistico ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da analise de variancia é apresentado na Tabela 2. Apenas
as variaveis razao area foliar / numero de folhas, teor de clorofila b, carotenoides e

antocianinas nao apresentaram resposta significativa para os tratamentos com AS.

TABELA 2 - Quadro de analise de variancia das variaveis: area foliar (AF), niumero
de folhas (NF), massa seca parte aérea (MSPA), massa seca raiz
(MSR), massa seca total (MST), razao raiz - parte aérea (R/PA), razao
area foliar - numero de folhas (AF/NF), clorofila a (Cl a), clorofila b (Cl
b), clorofila total (Cl a+b), carotendides (Carot.), antocianinas (Ant.),
Fendis Totais (FT), teor de antioxidantes totais ndo enzimaticos

(DPPH), teor de dleo essencial (TOE) e rendimento de 6leo essencial

(ROE).
Variaveis S.Q. Q.M F
AF 847283,5949  282427,865  6,2994 **
NF 659,625 219,875 3,8934 *
MSPA 51,36387 17,12129 1,7811*
MSR 0,57877 0,19292 14,77 **
MST 0,39857 0,13286 13,494**
R/PA 117,3707 39,1236 14,2591 **
AF/NF 1.555,5457 518,4856 1,4746 ns
Cla 0,1157 0,03857 6,7894 **
Clb 0,02863 0,00954 1,6699 ns
Cla+b 0,25481 0,08494 3,9017 *
Carot. 0,18938 0,06313 0,2913 ns
Ant. 2,18949 0,72983 1,6442 ns
FT 656,70519 218,90173 4,0958 *
DPPH 178,596 59,532 109,3333 **
TOE 0,18698 0,06233 4,1646 *
ROE 0,0335 0,01117 54411 *

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

A massa seca da parte aérea (Figura 3 A) ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos. Entretanto, houve um aumento significativo de

83,11% na massa seca de raizes (Figura 3 B), colaborando para que a massa seca
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total das plantas fosse 61,93% maior em relacdo as plantas controle na
concentracédo de 0,50 mM de AS (Figura 3 C). Plantas com maior massa de raizes
podem ser beneficiadas pelo aumento na absorcéo de agua e nutrientes, o que em
tltima analise se reverte em melhora geral dos processos fisiolégicos do vegetal.
Parashar et al. (2014), avaliando plantas de Brassica juncea tratadas com 0,01 mM
de AS, os quais relataram aumentos na massa seca da raiz (26%) e parte aérea

(51%), ocorrendo porém uma reducéo na area foliar.
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O numero de folhas em plantas de A. millefolium tratadas com 0,25 e
1,00 mM de AS néo diferiu significamente das plantas controle (Figura 4 A),
ocorrendo diminuicdo significativa de 28% desta variavel para a concentracado de
0,50 mM. Resultados diferentes foram encontrados em plantas de caléndula, onde
foram obtidos aumentos no nimero de folhas por planta, massa seca de folhas e
area foliar em decorréncia do tratamento com 1,00 mM de AS (PACHECO et al.,
2013).

Houve reducéo significativa de 46,2% da area foliar na concentracéo
0,50 mM de AS em relacao as plantas controle (Figura 4 B). Resultados diferentes
deste foram obtidos por Esmaelli, Heidarzade e Zeinali (2015), onde o tratamentos
de plantas de arroz com 0; 1 e 2% de AS resultou em aumento de 14% no

parametro area foliar para a concentracédo de 2% de AS.
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FIGURA 4 - Numero de folhas e area foliar em plantas de Achillea millefolium L.,
sob diferentes concentracbes de acido salicilico (0; 0,25; 0,50 e

1,00mM). Letras distintas indicam diferenca significativa ao teste de
Tukey * (p<0,05) ** (p<0,01).

60 -
a
50 - a a
% \
< 40 - b
o
(]
© 30 -
o
(]
E 20
zZ
10 -
0 J
2500 -
a
2000 -
b=
S 1500 -
8
S
LL
< 1000 -
o
<
500 -
0 . (B)

0,0 0,25 0,50 1,00

Concentracdes de acido salicilico (mM)



33

Houve um aumento no parametro razéo raiz / parte aérea para a
concentracdo 0,50 mM de AS (Figura 5 A). A raz&o de raiz / parte aérea parece ser
controlada por um balanco funcional entre a absorcdo de agua pelas raizes e a
fotossintese pela parte aérea das plantas. Desta maneira, a parte aérea continuara
crescendo até que a absorcdo de agua pelas raizes torne-se limitante, e as raizes
crescerdo até que a demanda por fotossintatos da parte aérea iguale-se ao
suprimento. Este balanco funcional é alterado se o suprimento hidrico decrescer
(BLUM, 2005) ou pela aplicacdo de reguladores vegetais, como ocorreu neste
experimento. Entretanto, o maior parcelamento de carboidratos para as raizes em
detrimento das folhas como resposta ao AS ndo se repetiu na maior concentracao
aplicada (1,0mM de AS). Resultados diferentes foram encontrados em plantas de
milho, tratadas com 0,20 e 40 mgL™ de AS, as quais apresentaram razo raiz / parte
aérea menor do que as plantas ndo tratadas (AHMAD; BASRA; WAHID, 2014).
Estes resultados comparados com outros encontrados na literatura, mostram que o
AS tem uma resposta espécie-especifica e concentracdo-dependente, pois sao
revelados diferentes efeitos entre outras espécies (DIVYA; PUTHUSSERI;
NEELWARNE, 2015; PEREZ et al., 2014).

A razao entre area foliar / numero de folhas de plantas tratadas com AS
(Figura 5 B), ndo apresentou resultado significativo para as concentracdes de AS.
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FIGURA 5 - Razao raiz/parte aérea e razdo area foliar/nimero de folhas em Achillea
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O teor de clorofila € um importante indice fisiolégico diretamente
relacionada com a performance fotossintética das plantas (ASKARI; EHSANZADEH,
2015). O teor de cl a (Figura 6 A) observada nas plantas tratadas nas concentracdes
de 0,25 e 1,00 mM de AS, aumentou significativamente em 74,46 e 85,77%,
respectivamente, em relagéo ao teor apresentado pelas plantas controle.

Em relacdo ao teor de cl b (Figura 6 B), ndo houve diferenca
significativa entre as concentracdes de AS. Resultados de aumentos na clorofila a
em 2,8 e clorofila b em 1,8 vezes foram observados por Divya, Puthusseri e
Neelwarne (2014) para o tratamento foliar com AS em Coriandrum sativum L. na
concentracdo de 0,50 mM; apos trés dias da aplicacao.

O teor cl atb (Figura 6 C) aumentou significamente em 84,83% na
concentracdo de 1,00 mM de AS comparado ao das plantas controle. Askari e
Ehsanzadeh (2015) observaram um aumento do teor de clorofila total (a + b) nas
concentracfes 0,50 e 1,00 mM de AS em plantas de Foeniculum vulgare Mill.

O tipo de efeito que o AS exerceu nas plantas fornece uma boa
indicacdo de que essa substancia estimula a sintese de clorofilas e, como resultado,
observam-se incrementos na fotossintese, na reserva de carboidratos, na divisdo
celular e na superficie da folna (ABDOLLAHI; JAFARPOUR; ZEINALI, 2011).



FIGURA 6 -
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Os teores de antocianinas e carotendides (Figuras 7 A e B) nao
apresentaram valores com diferenca significativa entre os tratamentos. Baenas et al.
(2015) aplicaram acido jasménico (AJ) (0,15 mM), jasmonato de metilo (MeJa)
(0,025 mM), acido salicilico (AS) (0,01 mM), glicose oligossacaridos (277 mM) e
sacarose (176 mM) em rabanetes cv. China e Rambo, observaram um aumento no
teor de antocianinas em 21% e 7% respectivamente na concentragdo de 0,1 mM AS.
A pulverizacdo foliar em Coriandrum sativum L. com AS na concentracado de 0,50
mM resultou em um aumento de 5,4 vezes no teor de carotendides totais apos trés
dias de aplicacdo. Dado que o &cido salicilico é conhecido por afetar a velocidade de
fotossintese em plantas, o seu efeito direto no aumento de carotendides pode ser
esperado uma vez que 0s carotendides sd0 necessarios para extinguir varias
espécies reativas de oxigénio formadas continuamente durante a foto-oxidac&o
(DIVYA; PUTHUSSERI; NEELWARNE, 2014).
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FIGURA 7 - Teores de antocianinas (A) e carotendides (B) em Achillea millefolium
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O teor e rendimento do 6leo essencial sdo apresentadas na Figura 8 (A
- B), onde a concentracdo de 0,50 mM de AS resultou em aumento significativo de
94,86 e 58,24% respectivamente destas variaveis, em relacdo as plantas controle.
Resultados obtidos por Nourafcan et al. (2014), aplicaram 2,5; 5; 10 e 20 mM de AS
em plantas de Lippia citriodora, indicando que o maior rendimento do 6leo essencial
foi encontrado na concentragdo 10 mM de AS (0,71%), sendo que a aplicagéao
exdgena de AS, especialmente nesta concentracdo, melhorou a qualidade e
quantidade do O6leo essencial. Silva et al. (2014), avaliaram o efeito do AS na
composicao do oleo essencial de Melissa officinalis cultivada in vitro, demonstrando
que as propor¢cdes maximas de geranial/geraniol e neral/nerol apresentaram um
aumento de 2,2 e 1,6 vezes, respectivamente, apos 24 horas de exposicao ao AS. O
AS atua em plantas como elicitor biotico capaz de aumentar a producdo de
diferentes grupos de metabdlitos secundarios tais como terpenos, alcaldides,
flavonoides, compostos fendlicos e fitoalexinas (ALl et al., 2006; SILVA et al., 2014).
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FIGURA 8 - Teor e rendimento de 6leo essencial em Achillea millefolium L., sob
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A aplicacdo exdgena de AS apresentou efeitos significativos sobre a
acumulacdo de fendis totais em mil-folhas, como mostrado pela relagédo linear
positiva entre o teor de fendis totais e as concentracdes de AS aplicadas (Figura 9
A). As plantas tratadas com 0,50 e 1,00 mM de AS apresentaram aumento de 68,11
e 69,74% respectivamente, nos fendis totais em relacdo as plantas controle. Estes
resultados corroboram com aqueles obtidos por Pérez et al. (2014) em plantas de
horteld tratadas com AS, as quais apresentaram um aumento no conteudo fendlico
total de 65%, 35% e 31% para as concentracbes de 0,50; 1,00 e 2,00 mM
respectivamente.

A mais importante funcdo biolégica dos compostos fendlicos com
significado estrutural € a atividade antioxidante. Os antioxidantes sdo substancias
quimicas presentes em concentracfes baixas, em comparacdo com os metabolitos
primarios, tais como proteinas, lipidios e hidratos de carbono; capazes de retardar
ou evitar a oxidagdo dos substratos (ARUOMA, 1999). Compostos fendlicos ou
polifendis podem atuar como antioxidantes por remocdo do oxigénio singleto e
outros radicais livres nas células (RICE-EVANS et al., 1995). As propriedades
antioxidantes dos compostos fendlicos sdo principalmente devido a sua capacidade
de doar hidrogénio de grupos hidroxila posicionados ao longo do anel aroméatico, de
modo a evitar a oxidagao por radicais livres de lipidios e outras biomoléculas (FOTI
et al., 1994).

A atividade antioxidante do extrato de A. millefolium foi analisada de
acordo com os valores de ICsp (Figura 9 B), em que valores mais baixos indicam alta
atividade antioxidante. As concentracoes de 0,50 e 1,00 mM de AS resultaram em
uma reducao significativa nos valores de ICsp em 25 e 79% em relacdo ao ICsp das
nas plantas controle. Resultados semelhantes foram obtidos em plantas de hortela
(Mentha piperita) tratadas com AS (PEREZ et al., 2014), onde as concentra¢fes de
0,50 e 1,00 mM de AS produziram redugdes significativas nos valores de ICsy (88% e
78% em relacdo a ICso das plantas controle, respectivamente). Segundo estes
autores, estes efeitos podem ser atribuidos ao aumento de compostos fendélicos em
plantas tratadas com AS. Os fendis sdo considerados o0s principais compostos
antioxidantes na planta. Entretanto, outros compostos também podem atuar como
sequestradores de radicais livres, contribuindo para a estabilizacdo do estresse
oxidativo, tais como carboidratos (BOHNERT; JENSEN, 1996), betacianinas
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(RODRIGUES BRANDAO et al., 2014) e terpenos como carotenoides e tocoferol
(JANDA et al., 2014).

FIGURA 9 - Teores de fenodis totais e atividade antioxidante em Achillea
millefolium L., sob diferentes concentracdes de acido salicilico (O;
0,25; 0,50 e 1,00mM). Letras diferentes indicam diferenca significativa
pelo teste de Tukey ** (p<0,01).
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Aumentos na sintese de diferentes compostos fenélicos em resposta a
aplicacao de elicitores, principalmente AS, pode ser o resultado da indugcéo de um
estado de estresse oxidativo nas plantas (PEREZ et al., 2014); desde que o AS
exdgeno, mesmo em baixas concentracdes, interage com mecanismos sinalizadores
de estresse. Dessa forma, o uso de elicitores, as concentracbes aplicadas e a
duracédo do tratamento devem ser cuidadosamente considerados a fim de evitar
efeitos prejudiciais. Ainda, elicitores biodticos e abidticos podem ter efeitos diferentes
sobre uma mesma espécie de planta, devendo-se considerar também o tipo de
elicitor a ser utilizado (RODRIGUES BRANDAO et al., 2014).

Os resultados expressos na Figura 10 permitem verificar que em todas as
quantidades de amostras do extrato etandlico das folhas houve diferenca
significativa entre as porcentagens de atividade antioxidante nas diferentes
concentragdes de AS. Entretanto, as plantas tratadas com as concentragdes de 0,50
e 1,00 mM de AS apresentaram maior %AA para as mesmas quantidades de

extratos, quando comparadas com as plantas controles.
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FIGURA 10 -Porcentagem da atividade antioxidante do extrato etanodlico de
Achillea millefolium L., sob diferentes concentragcbes de &cido
salicilico (0; 0,25; 0,50 e 1,00mM). Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre as concentragbes de é&cido salicilico
para cada concentracao de extrato, pelo teste de Tukey **(p<0,01).
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Sugere-se que aumentos nos teores endogenos de AS podem
desencadear a sinalizacéo celular que regula a expressao de genes codificadores de
enzimas relacionadas com a via de producao dos fenilpropanéides. O aumento na
atividade de enzimas chave desta via metabdlica, como a fenilalanina amdnia-liase
e a chalcona sintase, sdao mencionados como resultado da aplicagdao de AS
(GHASEMZADEH; JAAFAR; KARIMI, 2012 ; RUIZ-GARCIA ; GOMEZ- PLAZA,
2013).
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6 CONCLUSAO

Concluiu-se que a utilizacdo de AS constitui-se em técnica de manejo
vantajosa para a obtencdo de aumento na massa seca total das plantas de mil-
folhas, devido & maior massa seca de raizes. O efeito elicitor foi obtido com a
aplicacdo de 0,50 mM de AS, resultando em maior valor econdmico da matéria
prima, devido ao aumento na producdo de compostos secundarios, tais como fenadis
totais e 6leo essencial, além de um concomitante aumento na atividade antioxidante

do extrato vegetal.
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