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RESUMO

Atividade elicitora do acido salicilico sobre o perfil de metabdlitos primarios e
secundarios com potencial antioxidante de Achillea millefolium L. cultivada a
campo

Elicitores sdo substancias de ocorréncia natural ou sintética, que estimulam a
sintese de metabdlitos secundarios em vegetais. O composto fendlico Acido
Salicilico (AS) é um horménio vegetal que atua sobre o crescimento e
desenvolvimento das plantas, sendo também considerado um elicitor abiético. Nesta
pesquisa avaliou-se o efeito do AS sobre a producdo de biomassa e a sintese de
compostos primarios e secundarios em mil-folhas (Achillea millefolium L. -
Asteraceae), espécie medicinal produzida comercialmente como matéria prima para
as industrias de fitomedicamentos e bebidas. Os experimentos foram conduzidos em
condicdes de campo em duas safras consecutivas nos anos de 2016 e 2017. O AS
foi aplicado via pulverizacédo foliar em duas concentragées (0 e 1,0 mmol L") e em
diferentes épocas fenoldgicas da cultura. Os efeitos do AS sobre a mil-folhas foram
avaliados através de parametros biométricos de crescimento, parametros
bioquimicos e analises qualitativas do 6leo essencial (GC/MS) e dos compostos
fendlicos e flavonoides (LC/MS). A aplicagdo exdgena de AS resultou em aumentos
na massa de matéria seca (folhas, raizes e total), na area foliar (total e especifica) e
razdo de peso foliar. Houve aumento dos teores de pigmentos fotossintéticos em
resposta ao AS. Os efeitos positivos sobre o metabolismo primario foram
evidenciados pelas maiores concentragdes de acgucares, proteinas e aminoacidos
soluveis totais, como também teores de acucares redutores totais, em ambas as
épocas de aplicacdo do AS e anos de cultivo. Em relacdo ao metabolismo
secundario foram obtidos aumentos de compostos fendlicos totais e flavondides
(evidenciados pela maior atividade das enzimas fenilalanina amoénia-liase e chalcona
sintase), além de um maior teor e rendimento de dleo essencial em ambas as
épocas de aplicacdo do AS e anos de cultivo. A atividade antioxidante do extrato
vegetal, avaliada por diferentes testes in vitro, foi maior nas plantas tratadas com
AS. A aplicacdo de AS nas diferentes épocas de aplicagdo e ano de cultivo resultou
em aumentos nos compostos majoritarios do 6leo essencial, como o camazuleno,
cariofileno, y-terpineno, terpinen-4-ol e borneol. A identificagdo de compostos
bioativos revelou a presenca de derivados de quercetina, apigenina, acido
cafeoilquinico, acido quinico, acido cafeico, acido clorogénico, amentoflavona,
kaempferol e rutina. Os resultados desta pesquisa nos levam a afirmar que o AS
exerceu tanto o efeito hormonal sobre aspectos bioquimicos e de crescimento, como
também atuou como substéncia elicitora nas plantas de A. millefolium. Houve
correlagao positiva entre os maiores teores de compostos primarios e os maiores
teores de compostos secundarios nas plantas tratadas com AS. Concluiu-se que a
aplicacdo de 1,0 mmol L™ de AS na pré-colheita (aos 100 dias apds o plantio) resulta
em maior produtividade e uma maior concentracdo de compostos secundarios com
potencial antioxidante tornando-se viavel a aplicacdo deste elicitor no cultivo
comercial de Achillea millefolium.

Palavras-chave: Mil-folhas. Alteracbes bioquimicas. Compostos bioativos.
Fenilalanina Amoénia-Liase. Chalcona Sintase.



ABSTRACT

Salicylic acid elicitor activity on the profile of primary and secondary
metabolites with antioxidant potential in field cultivated Achillea millefolium L.

Elicitors are substances of natural or synthetic occurrence, which stimulate the
synthesis of secondary metabolites in vegetables. The phenolic compound Salicylic
Acid (SA) is a plant hormone the acts on the growth and development of plants and
is also considered an abiotic elicitor. This study evaluated the effect of SA on
biomass production and the synthesis of primary and secondary compounds in
yarrow (Achillea millefolium L. - Asteraceae), a medicinal species commercially
produced as raw material for the phytomedicines and beverages industries. The
experiments were conducted under field conditions in two consecutive harvests in the
years 2016 and 2017. The SA was applied by foliar spraying at two concentrations (0
and 1.0 mmol L'1) and at different phenological times of the crop. The effects of SA in
yarrow were evaluated through biometric growth parameters, biochemical
parameters and qualitative analysis of essential oil (GC/MS) and phenolic and
flavonoid compounds (LC/MS). The exogenous application of SA resulted in
increases of dry matter mass (leaves, roots and total), leaf area (total and specific),
and leaf weight ratio. There was an increase in photosynthetic pigment contents in
response to SA. The positive effects on the primary metabolism were evidenced by
the higher concentrations of sugars, proteins and total soluble amino acids, as well
as total reducing sugars contents, in both times of SA application and years of
cultivation. Increases of total phenolic compounds and flavonoids (evidenced by the
greater activity of the phenylalanine ammonia-lyase and chalcone synthase
enzymes) were observed, as well as a higher content and yield of essential oil in both
SA application times and years of culture. The antioxidant activity of the plant extract,
evaluated by different in vitro tests, was higher in the plants treated with SA. The
application of SA at different times of application and year of cultivation resulted in
increases in the major compounds of the essential oil, such as chamazulene,
caryophyllene, y-terpinene, terpinen-4-ol and borneol. The identification of bioactive
compounds revealed the presence of quercetin derivatives, apigenin, caffeoylquinic
acid, quinic acid, caffeic acid and chlorogenic acid, amentoflavone, kaempferol and
rutin. The results of this research lead us to affirm that SA exerted both the hormonal
effect on biochemical and growth aspects, and also acted as elicitor in A. millefolium
plants. There was a positive correlation between the higher contents of primary
compounds and the higher levels of secondary compounds in plants treated with SA.
It was concluded that the application of 1.0 mmol L™ of SA in the pre-harvest (at 100
days after planting) results in higher productivity and a higher concentration of
secondary compounds with antioxidant potential making it feasible to apply of this
elicitor in the commercial crop of Achillea millefolium.

Keywords: Yarrow. Biochemical changes. Bioactive compounds. Phenylalanine
Ammonia-Lyase. Chalcone Synthase.
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1 INTRODUGAO

A comercializagdo 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 € a
necessidade de se associar uma maxima producdo de biomassa das plantas ao
maximo rendimento da substancia ativa, permitindo que a matéria-prima proveniente
destas plantas seja comercializada tanto em termos de quantidade como de
qualidade.

A asteracea Achillea millefolium L., conhecida por mil-folhas, € uma
especie utilizada na medicina popular contra varias doencgas, incluindo inflamacdes
da pele e disturbios gastrointestinais e hepatobiliares (BENEDEK; KOPP, 2007).
Além do seu uso na medicina tradicional, esta espécie € empregada como matéria
prima nas industrias de fitomedicamentos e de bebidas nutracéuticas (BENEDEK;
KOPP, 2007). A mil-folhas pode desempenhar um papel importante como alimento
funcional, ao ser consumida na forma de chas como parte da dieta, produzindo
assim beneficios especificos a saude, tais como a reducdo do risco de diversas
doencas e manutengéo do bem-estar fisico e mental (MORAES; COLLA, 2006).

O acido salicilico (AS) € um composto fendlico amplamente presente
nos vegetais. O AS esta relacionado a diferentes processos fisiolégicos da planta,
atuando como regulador de crescimento e como um elicitor abidtico capaz de
aumentar a sintese de compostos secundarios de interesse comercial. Neste
contexto, a aplicagcao de AS pode melhorar o desempenho produtivo e a biossintese
de compostos secundarios em plantas medicinais, constituindo-se em uma
tecnologia com grande potencial de incorporagao ao manejo técnico destas culturas.
Entretanto, para viabilizar a recomendagado de uso de substancias elicitoras em
cultivos comerciais tornam-se necessarios testes em diferentes ambientes e
concentracdes, pois, tanto espécies distintas como partes diferentes da planta
podem apresentar respostas variadas ao elicitor.

Um dos mecanismos de acdo do AS na promocido de aumento da
sintese de compostos secundarios em plantas € explicado pelo efeito direto deste
composto sobre a expressdo génica, ocasionando um aumento na atividade de
enzimas chaves das vias metabdlicas secundarias. Entretanto, estudos recentes tém

levantado a hipétese de que a acéao elicitora do AS em plantas pode ocorrer também



16

de maneira indireta, via alteragdo do metabolismo primario (BROECKLING et al.,
2005). Esta afirmagao se baseia no fato de que diversas substancias produzidas
pelo metabolismo primario da planta (carboidratos, proteinas e aminoacidos soluveis
totais) sdo empregadas como precursoras das vias metabdlicas de terpenos,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados, ocorrendo, portanto, uma ligagcéo
entre os metabolismos primario e secundario. Desta forma, a agao elicitora do AS
poderia ser explicada pelo efeito indireto de aumento da concentracdo de
metabdlitos primarios nas plantas tratadas, ocorrendo um reparcelamento das fontes
de carbono que favorece as vias biossintéticas de producdo dos compostos
secundarios, refletindo diretamente na produgao de metabdlicos com maior potencial

antioxidante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar o efeito da aplicagéo foliar de AS em plantas de mil-folhas
cultivadas a campo em diferentes fases fenologicas sobre a produgado de biomassa
(efeito hormonal) e a sintese de compostos primarios e secundarios (efeito elicitor) e
determinar o potencial antioxidante do extrato obtido de mil-folhas cultivadas a

campo.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar parametros biométricos de crescimento.

- Avaliar os teores totais de acgucares soluveis, aminoacidos totais e
proteinas totais.

- Avaliar quantitativa e qualitativamente os teores de 6leo essencial,
fendis totais e flavonodides totais.

- Verificar correlagdo entre o aumento dos teores de compostos
primarios com o aumento do teor de compostos secundarios.

- Verificar correlacao entre os teores de compostos fendlicos totais com
0 aumento da atividade das enzimas chaves da via de produ¢ao dos mesmos, sendo
elas a fenilalanina aménia-liase (PAL) e a chalcona sintase (CHS).

- Avaliar o potencial antioxidante do extrato foliar das plantas tratadas
com AS, por meio dos testes in vitro de supressdo de radical livre estavel (DPPH),
teste FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), teste do 6xido nitrico e teste de

peroxidagao lipidica TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Species).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos da cultura

3.1.1 Achillea millefolium (Linnaeus, 1753)

A espécie medicinal Achillea millefolium L. (mil-folhas), pertence a
familia Asteraceae que é a maior familia de plantas e compreende cerca de 1.600
géneros e 23.000 espécies (ANDENBERG et al.,, 2007). No Brasil, a familia é
representada por, aproximadamente, 290 géneros e 2.097 espécies, distribuidas em
diferentes formagdes vegetacionais (FLORA DO BRASIL 2020, 2018). A mil-folhas é
nativa da Europa, América do Norte, Sul da Austrdlia e Asia. Trata-se de uma
especie herbacea, perene, rizomatosa de 30 - 50 cm de altura, considerada uma
planta de dia longo com fotoperiodo critico entre 12 e 16 horas a 18 °C. Possui
folhas compostas finamente pinadas com foliolos de 5 a 8 cm de comprimento e
flores brancas, presentes em capitulos reunidos em uma panicula terminal.
Multiplica-se por estacas e por divisdo da touceira (LORENZI, 2001).

A Achillea millefolium é utilizada na medicina tradicional no tratamento
de disturbios gastrointestinais e hepatobiliares e externamente no caso de
inflamacdes da pele e cicatrizacao de feridas (WILLUHN, 2002; BAYTOP, 1999).

Além de 6leos essenciais, sesquiterpenos e compostos fendlicos, como
flavondides e acidos fendlicos carbdnicos que sdo um grande grupo de
componentes presentes em plantas de mil-folhas (BENEDEK; KOPP; MELZIG,
2007), destaca-se a presenga de Oleo essencial com terpenos (cineol, borneol,
pinenos, canfora, azuleno) e derivados terpénicos e sesquiterpénicos (FIERASCU et
al., 2015), como também taninos, mucilagens, cumarinas, resinas, saponinas,
esterdides, acidos graxos, alcaloides (CORREA; BATISTA; QUINTAS, 2003) e
principio amargo (MARTINS et al.,, 2000). Em suas flores e folhas relata-se a
presenca dos flavondides apigenina, luteolina e os seus glicosideos, artemetina e
rutina (ALI; GOPALAKRISHNAN; VENKATESALU, 2017). Os flavondides e seus
heterosideos estdo relacionados com a atividade antiespasmoddica (AL,
GOPALAKRISHNAN; VENKATESALU, 2017). Devido a sua elevada solubilidade em
agua e etanol, essas substancias polares sdo completamente extraidas em chas e

tinturas que sao as formas de aplicacdo tradicional desta espécie.
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A Achillea millefolium L. € uma das espécies listadas na Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), sendo
amplamente utilizada pela populacdo brasileira. No entanto, sdo necessarios mais
estudos para se determinar as condigbes de crescimento e de produgado agricola,
segurancga, eficacia e definicbes da forma farmacéutica mais adequada (BRASIL,
2009).

No Brasil, o Estado do Parana apresenta produgcao comercial desta
espécie com fins fitoterapicos. O ciclo médio de desenvolvimento da mil-folhas se da
em 4 meses (120 dias), sendo possivel a realizagdo de trés a quatro colheitas da
cultura por ano. O plantio é realizado em abril ou junho, Adotando-se o espagamento
de 70 x 50 cm 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 Oleo essencial, portanto a produgcdo aproximada de oleo
essencial de mil-folhas é de 23,36 kg de dleo por hectare (NETTO; RAFFAELLI,
2004).

3.2 Acido salicilico: efeitos sobre processos fisiolégicos da planta e atenuagao

de estresses biotico e abioticos

O AS é um composto fendlico de natureza hormonal derivado do acido
benzdico e relacionado a aspirina. O AS tem sido relatado como causador de uma
grande variedade de efeitos sobre a morfologia e fisiologia de plantas (TUNA et al.,
2007) e como indutor de mecanismo de protecdo no aumento de resisténcia a
estresses bidticos e abidticos (HERNANDEZ-RUIZ; ARNAO, 2018). O AS ocorre
naturalmente em plantas em quantidades muito baixas (KHANDAKER; AKOND;
OBA, 2011).

Para a sintese do AS em plantas foram propostas duas vias, a primeira
indica a via fenilalanina— acido transcinamico— acido benzdico— acido salicilico. A
segunda via, aponta a sequéncia do acido corismato— isocorismato— acido
salicilico (METRAUX, 2002; BANDURSKA, 2013), como apresenta a Figura 1.
Ambas as vias diferem em sua localizagdo na célula; enquanto a primeira envolve
cloroplastos e peroxissomos, a segunda é essencialmente cloroplastica (RASKIN,
1992).
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Figura 1 - Esquema das vias biossintéticas do acido salicilico.
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Abreviaturas: PAL — fenilalanina aménia liase, ICS — isocorismato sintase, IPL- isocorismato piruvato
liase e BA2H - 4cido benzdico 2 hidroxilase.
Fonte: (BANDURSKA, 2013)

O AS atua como um importante regulador de diversos processos
fisiolégicos relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas. Entre esses
efeitos estdo a tolerancia da planta ao calor (DAT et al., 2000), geadas (JANDA et
al., 2014), a inducdo da floragcdo em espécies herbaceas (HEGAZI; EL-SHRAYI,
2007), a estimulacao do desenvolvimento da raiz, o fechamento dos estdmatos e a
reducdo da transpiracdo (SINGH; USHA, 2003) e a regulagcdo da sintese de
clorofilas, carotenoides e fotossintese (LIU et al., 2011).

A aplicagao foliar de AS e acido jasmdnico (AJ) em plantas de tomate
apresentaram efeitos positivos no crescimento, florescimento, rendimento e
qualidade do fruto nas dosagens aplicadas isoladamente 0,5 mmol L' de AS e 0,25
mmol L AJ como em combinacdo (0,5 mmol L' de AS + 0,25 mmol L AJ)
(KAZEMI, 2014).

Efeitos positivos do AS no crescimento das raizes e biomassa total de

pléntulas de trigo (Triticum aestivum L.) e os resultados indicaram que o AS (0,001
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mmol L'1) favoreceu o enraizamento e o peso fresco, bem como a altura e peso
fresco da biomassa total (HAAS; GONZALEZ; SAAVEDRA, 2015).

Aumentos na atividade da catalase (CAT) e peroxidase (POD), como
também os teores de clorofilas a e b, foram evidenciados em plantas de milho
tratados com 1,2 g L™, enquanto que a concentragdo de 0,6 g L™ resultou em
aumento no conteudo de carotenoides (SALLAM; IBRAHIM, 2015).

O papel do AS nos mecanismos de defesa contra estresses bidticos e
abidticos tem sido bem documentado (YALPANI et al., 1994; HORVATH et al.,
2007). O AS atua como indutor da resisténcia sistémica adquirida (SAR) e
resisténcia sistémica induzida (IRS) que sdo fendmenos distintos, mas
fenotipicamente semelhantes, através da qual sdo induzidos e desencadeados e
governados por mecanismos bioquimicos diferentes (METRAUX, 2002). Entretanto,
a resisténcia local € chamada de reacéo de hipersensibilidade, ocorrendo um rapido
acumulo no local da infeccdo durante o ataque de patdégenos e ocasionando a
reacao de hipersensibilidade em plantas. Este composto se espalha para outras
partes da planta para induzir uma vasta gama de respostas de defesa (KERBAUY,
2008). Esse processo é desencadeado quando um sinal externo (elicitor) se liga a
um possivel receptor na superficie da célula vegetal e através dele o sinal primario &
transmitido para o interior da célula, ativando desta forma, os mensageiros
secundarios (BARROS et al., 2010).

QOutra importante fungcdo do AS nas plantas esta relacionada a
mitigacéo de estresses abidticos. A agédo atenuadora ocorre pela prevengao de dano
oxidativo celular via aumento da atividade de enzimas antioxidantes (AGARWAL et
al. 2005, JOSEPH; JINI; SUJATHA, 2010), além da diminuicdo da peroxidagao de
lipidios da membrana celular (GUNES et al. 2007). Neste sentido, a aplicagao
exdgena de AS tem sido testada em diferentes culturas agricolas, investigando-se a
capacidade do mesmo em mitigar os efeitos adversos de estresse, induzindo a
resisténcia em planta de trigo e milho a salinidade (SAKHABUTDINOVA et al, 2003;
SHAKIROVA et al, 2003), estresse osmético em trigo (BHUPINDER; USHA, 2003),
estresse de metal pesado em arroz (MISHRA; CHOUDHURI, 1999), estresse hidrico
em lentisco-bastardo (Phillyrea angustifolia L.) (MUNNE-BOSCH; PENUELAS,
2003) e tem um papel no controle da expressdo génica (HERRERA-VASQUEZ;
SALINAS; HOLUIGUE, 2015). A maioria dos genes regulados por AS sido genes
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relacionados com a resposta de defesa das plantas a estresses bibticos e abidticos.
Portanto, o AS pode alterar os teores de metabdlitos secundarios nas plantas.

Seis gendtipos de funcho (Foeniculum vulgare) foram estudados,
sendo submetidos a déficit hidrico em dois niveis de irrigacado (irrigacdo apds o
esgotamento de 35 e 75% da agua disponivel no solo) e trés niveis de AS (0; 0,5 e
1,0 mM). Os resultados indicaram que a pulverizagao foliar com 0,5 mM de AS nao
s6 afetou positivamente o potencial hidrico, conteudo relativo de agua, concentragéo
de prolina, teores de clorofila, carotenoides e 6leo essencial, como também mudou
significativamente as atividades de enzimas antioxidantes, aumentando a resisténcia
do funcho a seca (ASKARI; EHSANZADEH, 2014).

Gendtipos de gergelim sob déficit hidrico temporario durante o
crescimento inicial tratados com AS, apresentaram reducido nos efeitos nocivos do
estresse hidrico sobre o crescimento das plantas. O gendtipo CNPA-G3 apresentou
maior tolerancia ao déficit hidrico e melhor resposta ao AS na fase de crescimento
inicial (CARNEIRO et al., 2015).

A aplicagao do AS minimiza os danos induzidos pelo estresse salino na
germinagado de sementes de milho, favorecendo sua porcentagem de germinagéo
em altas concentracdes de NaCl no substrato de até 90 mmol L™, no entanto, acima
dessa concentracédo, o AS ndo é capaz de manter o vigor das sementes (TONEL et
al., 2013).

Concentracdes entre 0,1 e 0,5 mmol L' de AS promoveram aumento
da atividade fotossintética em plantas de feijao-mungo (Vigna radiata) submetidas a
estresse salino, as quais apresentaram crescimento evidenciado na concentragcao de
1,0 mmol L™ de AS (NAZAR et al., 2011). Aplicacéo de 0,1 mmol L™ de AS alivia o
estresse salino em pepinos sob condi¢des moderada de nitrogénio, melhorando a
capacidade das plantas para regular os niveis enddégenos de AS apods o estresse
salino quando cultivadas sob condigbes adequadas de nutrientes (KIM; KIM. SHIM,
2017).

A aplicagdo do AS em orquidea (Dendrobium officinale) sob estresse
frio, apresentou protecdo a membrana do cloroplasto e a proteina D1, além de
aumentar a capacidade antioxidante das plantas, sendo benéfico para o crescimento
da recuperagao das mudas (HUANG et al., 2015).
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3.3 Acido Salicilico: atuagdo como elicitor do metabolismo secundario

Os elicitores sao produtos de origem bidtica ou abidtica que, quando
aplicados em plantas, induzem a expressdo de genes que codificam diversas
respostas de defesa do vegetal, podendo ter efeitos diferentes sobre uma mesma
espécie. E importante considerar também o tipo de elicitor a ser utilizado
(RODRIGUES-BRANDAO et al., 2014). A elicitacdo causa uma variedade de
reagcoes defensivas e o acumulo de metabdlitos secundarios (YUKIMUNE et al.,
1996; ZHANG et al., 2004), portanto a aplicacdo exodgena de elicitores tem sido
considerada como uma estratégia adequada para a maior obtengdo de compostos
de interesse.

O AS induz a expressao de genes relacionados a produgéo de algumas
classes de metabolitos secundarios em plantas (TAGUCHI et al., 2001), tais como
terpenos, alcaloides, flavonoides, compostos fendlicos e fitoalexinas (SILVA et al.,
2014), tanto em espécies vegetais medicinais como espécies categorizadas como
alimentos funcionais.

O AS pode exercer seu efeito elicitor via alteragdo da expresséo génica
de enzimas chave da via de produgdo de compostos fendlicos (CHEN et al., 2006),
tais como a fenilalanina amoénia-liase (PAL), a chalcona sintase (CHS) e a chalcona
isomerase (CHI), aumentando a atividade destas enzimas. O AS também €& um
regulador das enzimas antioxidantes tais como SOD (superdxido dismutase) e POD
(peroxidase), que, juntas, aumentam a tolerancia da planta a estresses ambientais
(MUTLU; ATICI; NALBANTOGLU, 2009).

Pesquisas recentes sugerem que espécies reativas de oxigénio
(EROS) podem atuar como sinalizadores celulares associados com a expressao
génica e atividade da PAL e CHS, desta forma, ocorrendo acumulo de compostos
fendlicos e flavondides em plantas (JACOBO-VELAZQUEZ et al, 2011;
GHASEMZADEH, JAAFAR; KARIMI, 2012).

Aplicagdes exdgenas de AS foram eficazes em induzir a formagao de
metabolitos secundarios em cultura de células de plantas e em plantas vivas
(KIDDLE; DOUGHTY; WALLSGROVE, 1994). Mas, existe grande interesse na
aplicagao das substancias elicitoras em plantas intactas, o que tornaria possivel a

utilizagao desta técnica em cultivos comerciais de grande escala.
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Concentragdes de AS (6,25 e 22,5 mg L") induziram o actimulo de
compostos fendlicos em cultura de células de Salvia miltiorrhiza. O efeito indutor do
AS no acumulo de compostos fendlicos correlacionou-se com a atividade da PAL,
mas ndo com a atividade de TAT (Tirosina aminotransferase) que é a primeira
enzima na via derivada da tirosina para a biossintese do acido rosmarinico. A
atividade da PAL induziu ao aumento da quantidade de compostos fendlicos
(DONG; WAN; LIANG, 2010).

A aplicacdo foliar de AS (0,01 e 1,0 mmol L) em duas variedades de
gengibre (Zingiber officinale) (Halia Bentong e Halia Bara), demonstrou que o AS
aumentou a atividade da enzima CHS e a sintese de flavondides nos rizomas
(GHASEMZADEH; JAAFAR; KARIMI, 2012).

Aumentos nos teores de acido rosmarinico e nos niveis de compostos
fendlicos, bem como uma maior atividade antioxidante avaliada pelos testes de
DPPH, FRAP e ABTS®, foram evidenciados em plantas de tomilho (Thymus
membranaceus) apds aplicagdo de AS (PEREZ-TORTOSA et al., 2012).

O efeito hormonal do AS foi evidenciado em plantas de mil-folhas
(Achillea millefolium L.), apresentando aumentos na massa de matéria seca de
raizes, clorofila a e clorofila total na concentracdo de 0,50 mmol L™. O efeito elicitor
foi obtido com as aplicagdes de 0,50 e 1,0 mmol L' de AS, aumentando a producéo
de compostos secundarios, tais como fendis totais e 6leo essencial e aumento na
atividade antioxidante do extrato vegetal (GORNI; PACHECO, 2016).

Estudos demonstram que a aplicagdo de AS em planta de funcho
(Foeniculum vulgare) apresentaram aumentos nos parametros de crescimento,
fisiolégicos e bioquimicos, como também, os atributos de rendimento e qualidade de
Oleo essencial (HASHMI et al. 2012) e aumento na atividade antioxidante (GORNI et
al., 2017).

Entretanto, em alguns estudos sobre a utilizagdo de elicitores visando
aumento do metabolismo secundario, tais como extrato de leveduras e metil
jasmonato (Med), foram observadas alteragbes marcantes nos niveis de metabdlitos
primarios, tais como diversos aminoacidos, acidos organicos e carboidratos
(BROECKLING et al., 2005). Isto sugere que o mecanismo de elicitagdo pode ser
atribuido mais a um efeito indireto de mudancas no “pool” de metabdlitos primarios,

com um consequente reparcelamento das fontes de carbono que favorece o
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metabolismo secundario, do que a simples indugdo de enzimas chave das vias
biossintéticas secundarias.

As vias metabdlicas secundarias sdao amplamente derivadas das vias
primarias, desde que metabdlitos primarios atuem como substratos criticos para as
vias metabdlicas secundarias (KESSMANN et al., 1990). Por exemplo, a molécula
precursora no metabolismo de fenilpropandides é o aminoacido fenilalanina. Além
disso, diversos cofatores essenciais e ligantes envolvidos no metabolismo primario
sao necessarios para a ocorréncia das vias biossintéticas do metabolismo
secundario, e estes cofatores sdo também sintetizados a partir de metabolitos
primarios (BROECKLING et al., 2005). Um destes exemplos € a Coenzima A (CoA),
um componente essencial em ambas as reagdes metabdlicas, primarias e
secundarias. A regulagdo de enzimas utilizando CoA ou os seus tioésteres é
frequentemente afetada pela indugdo do metabolismo secundario (LOGEMANN et
al., 2000).

Sugere-se que esta ‘“reprogramacao” metabdlica induzida por
substancias elicitoras seja uma resposta genérica das plantas, com tendéncia de
apresentar similaridade em relagdo aos grupos de metabdlitos envolvidos,
independentemente do elicitor utilizado (BROECKLING et al., 2005).
Especificamente, quando o teor de sacarose é reduzido, ocorrem aumentos de
aminoacidos de cadeia ramificada e dos niveis de beta-alanina. Além disso, essas
mudancas representam a reparticdo de carbono a partir do metabolismo primario
(especificamente sacarose) para o metabolismo secundario, com aumento dos
teores de saponinas, triterpenos e isoflavondides. Tem sido especulado que
elevadas cadeias ramificadas de aminoacidos, putrescina, GABA e beta-alanina,
coletivamente, representam uma alteracdo na biossintese da CoA. Este padrado de
resposta a elicitacdo é parcialmente relacionado com o metabolismo secundario
(BROECKLING et al., 2005).

3.4 Propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos

Ha milhdées de anos as plantas terrestres evoluiram e comegaram a
produzir metabdlitos secundarios como uma forma de defesa contra estresses
bidticos e abidticos (VRIES; ARCHIBALD, 2018). Os compostos fendlicos sao
biossintetizados durante os processos fotossintéticos, apesar de nido estarem
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diretamente envolvidos nos processos de crescimento, desenvolvimento e
reprodugdo, como 0s compostos primarios (carboidratos, clorofilas, lipidios e
proteinas). Porém sado importantes para a sobrevivéncia das plantas (VERMA,;
SHUKLA, 2015; OCHOA-VELASCO et al., 2017).

Existem trés grupos de agentes fitoquimicos mais importantes que s&o:
os terpenos, biossintetizados a partir do acido mevalbnico (no citoplasma) ou do
piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto); os compostos nitrogenados que sao
derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais séo derivados
do acido chiquimico, e também de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina) e por fim,
os compostos fendlicos, derivados do acido chiquimico ou acido mevalénico (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Os compostos fendlicos apresentam, em sua estrutura, varios grupos
benzénicos caracteristicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas (o
fenol) (BURNS et al., 2001; MELO; GUERRA, 2002). Esta classe de compostos
apresentam uma grande diversidade e sdo representados por dois grupos, 0s
flavondides e nao-flavonodides (SILVA et al., 2010). Estes compostos incluem: fendis
simples e outros glicosilados, acidos fenol-carboxilicos, derivados dos acidos
benzoico e cinamico, a-pirones (cumarinas e isocumarinas), ligninas, flavonoides
(flavononas, antocianinas e catequinas) e quinonas (STANGARLIN et al., 2011).

Os compostos fendlicos sado sintetizados a partir de diferentes rotas,
portanto, constituem um grupo heterogéneo do ponto de vista metabdlico (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Sao duas as vias metabdlicas envolvidas na produgao dos fendis: a
via do acido chiquimico e a via do acido malénico. Porém, a via do acido chiquimico
e cinamico (fenilpropandpides) constitui a sequéncia comum que gera os diferentes
grupos de polifendis e lignina (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI,
2008; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os compostos fendlicos e flavondides estdo entre os produtos
secundarios mais influentes e amplamente distribuidos no reino vegetal (ALI;
ABBAS, 2003) e desempenham importantes papéis fisioldgicos e ecologicos,
estando envolvidos na resisténcia a diferentes tipos de estresse (BETTAIEB et al.,
2011; VERMA; SHUKLA, 2015). Sdo considerados compostos biologicamente ativos
(fontes de antioxidantes naturais), capazes de interferir a nivel molecular no
organismo. Desta forma, tem aumentado o interesse desses compostos nos

alimentos, devido a agédo benéfica na manutencao da saude humana (SILVA et al.,
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2010; MARTINS; PETROPOLUS; FERREIRA, 2016; WINK, 2016). Os compostos
fendlicos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em doar
hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios
estaveis, que podem retardar ou inibir a oxidagdo de outras moléculas, evitando o
inicio ou propagacao das reagdes oxidativas em cadeia (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995; ORIAN; ESCRICHE, 2015).

O potencial antioxidante dos compostos fendlicos depende do numero
e arranjo dos grupos hidroxila nas moléculas de interesse (ACHAKZAI et al., 2009;
VERMA; SHUKLA, 2015), com propriedades de oOxido-reduc¢do, as quais podem
desempenhar um papel importante na absor¢cao e neutralizacdo de radicais livres
(ASIMI; SAHU; PAL, 2013; TAGHVAEI; JAFARI, 2015).

3.5 Estresse oxidativo e antioxidantes naturais

O estresse oxidativo € uma condicdo biolégica em que ocorre
desequilibrio no organismo humano. Ha um aumento significativo do potencial de
reducdo no organismo, devido a um aumento na produgcdo de compostos quimicos
com elevado grau de reatividade. A contencdo desses compostos através de
sistemas bioldgicos, neutralizando-os ou reparando danos por eles gerados, nao é
suficiente. Esses compostos sdo principalmente representados por duas classes de
radicais livres (RL), sendo elas as espécies reativas de oxigénio (EROS) e de
nitrogénio (NRS). O desequilibrio entre a producédo de RL e as defesas do
organismo gera uma condigdo que pode promover desordens que provocam e
contribuem tanto no processo de envelhecimento, como também nas complicacbes
bioldgicas, incluindo inflamagao cronica, doengas neurodegenerativas e até mesmo
diabetes (ROESLER et al., 2007).

No que diz respeito a origem dos RL no organismo humano, existem os
de fonte enddgena, os quais sao produzidos pelo metabolismo normal e os de fonte
exdgena, os quais sao originados devidos a inalagao e radiagdes, principalmente as
solares (TROUBA et al., 2002; ROESLER et al., 2007).

Pesquisas vém demonstrando que antioxidantes de origem vegetal tém
muita importancia nesse contexto, com destaque para compostos fendlicos,
reduzindo ou até mesmo eliminando os efeitos deletérios dos processos oxidativos,

podendo assim ser intensivamente empregados na industria de alimentos e



farmacolodgica

(BIANCHI;

ANTUNES,

1999;

ROESLER

et

al.,

28

2007).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em condicdes de campo, em area
experimental localizada no Horto de Plantas Medicinais da UNOESTE — Campus II,
Presidente Prudente/SP, a uma latitude de 22° 07° 04” S e longitude de 51° 27’ 05”
W, altitude de 432 metros acima do nivel do mar. Segundo Koppen, o clima da
regido é caracterizado como Aw mesotérmico, com verdes quentes e invernos
secos. O solo classificado como Argissolo Vermelho Distrofico com 16% de argila na
camada de 0 — 5 cm (EMBRAPA, 2006). Os experimentos foram conduzidos em dois
anos consecutivos (2016 e 2017).

Amostras de solos foram coletadas nas camadas de 0 — 0,20 e 0,20 —
0,40 m e submetidas a andlise quimica de acordo com Raij et al. (2001), cujos
resultados s&o apresentados na Tabela 1. O solo da area experimental foi corrigido
conforme recomendacgdes do Boletim 100 - IAC para espécies herbaceas perenes,
aplicando-se calcario para elevagao da V% a 80 (0,55 ton ha'1) e adubacéao organica
a base de esterco bovino curtido (100 ton ha™') (aplicando-se 10 kg de esterco por
metro quadrado de canteiro, quantidade essa maior do que a recomendada por se
tratar de um solo arenoso). Foi realizada a coleta dos dados meteoroldgicos durante
o periodo experimental para os anos de 2016 e 2017 (desde o plantio em 01 de

maio até a colheita em 01 de setembro, de acordo com o ciclo da cultura).

Tabela 1 — Analise quimica do solo utilizado no experimento.

ANOS Amostras  pH M.O. H+AI Ca Mg K P
(m) CaCF gdm? mmol, dm™ mg dm”
2016 0-20 52 7,4 12,8 9,3 3,5 1,6 17,0
20-40 5,2 4,8 12,9 8,5 3,7 1,7 15,6
2017 0-20 6,0 9,2 11,6 224 10,3 2,4 9,9

20 - 40 5,6 6,6 12,2 12,8 6,3 2,5 40,6

Em ambos os anos de cultivo, foram utilizadas mudas matrizes de mil-
folhas (Achillea millefolium L.) provenientes do Horto de Plantas Medicinais de
Itapeva/SP (Cooperativa Cooplantas), cujas exsicatas estdo depositadas no
Herbario da Universidade Federal de Uberlandia (UFU - MG) HUFU 74428 (Anexo
A). As mudas foram propagadas por divisdo da touceira e plantadas em saquinhos
plasticos (12 x 25 cm) com solo incorporado com esterco bovino para formagao das

mesmas. Apds o periodo de formagao (30 dias), foi realizado o plantio das mudas



30

em canteiros com cobertura vegetal (palhada de braquiaria). O espagamento
adotado foi de 70 x 50 cm, de acordo com Netto e Raffaelli (2004) e as mudas foram
irrigadas 2 vezes ao dia as 8 e as 16 horas.

Estudos anteriores revelaram a acdo hormonal e elicitora do AS na
concentragdo de 1,0 mmol L™ em plantas de mil-folhas em ambiente controlado
(GORNI; PACHECO, 2016). Com a finalidade de observar se os efeitos positivos
obtidos em plantas envasadas seriam repetidos na condi¢gao natural de cultivo, foi
realizada a aplicacdo de AS em mil-folhas em condicoes de campo, afim de validar
esta tecnologia no sistema de producado comercial desta espécie medicinal.

Os tratamentos foram constituidos da seguinte maneira:

e T1 — controle (plantas pulverizadas apenas com agua);

e T2 - aplicagdes de AS na concentragcao de 1,0 mmol L™ aos 20, 60 e 100 dias
apos o plantio (DAP);

e T3 - aplicacdes de AS na concentracdo de 1,0 mmol L™ somente aos 100

DAP, pulverizando-se as plantas durante 3 dias consecutivos.

As aplicacoes foram distribuidas em diferentes fases de crescimento
das plantas e em aplicagdes consecutivas, a fim de garantir os efeitos do AS nas
plantas de mil-folhas mesmo em um ambiente de campo, apresentando fatores de

interagdo multipla.

O acido salicilico, na formulagcado p6 (Sigma Aldrich, PM 138,1 g), foi
pesado (0,6905 g) em balanga analitica, diluido em 10 mL de alcool etilico absoluto
e finalmente dissolvido em 5 L de agua. A pulverizacao foi realizada em toda a parte
aérea das plantas aplicando-se 1 L por canteiro (50 mL por planta), através de
pulverizador pressurizado a CO; (40 PSI), utilizando-se o espalhante comercial
Agral® (nonil fenoxi poli (etilenoxi) etanol) na proporgao de 50 uL L™ de solucso.

A colheita constou de apenas um corte, efetuado aos 120 dias apds o
plantio das mudas no campo. Foram colhidas as 6 plantas centrais de cada parcela
(area util). Foram coletadas 5 folhas de cada planta e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80°C até o momento das
analises enzimaticas e de pigmentos fotossintéticos. Todas as partes da planta (raiz

e folhas) foram colocadas para secar separadamente, em estufa com circulagcéo de
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ar a temperatura de 40°C até a obtencao de peso constante, para a determinacao da
massa de matéria seca de folhas (48h) e raizes (72h).

O delineamento experimental adotado foi o de blocos inteiramente
casualizados, numa area total de 273,80 m?. Cada parcela (10,50 m2) constou com
cinco linhas de quatro plantas, totalizando 20 plantas por parcela em 5 repeticoes
(blocos) em 3 tratamentos (15 parcelas e 300 plantas no total), de acordo com o
croqui (Anexo B). Adotou-se o arranjo fatorial 3 x 2, formado pelos fatores “época de
aplicagcao” (controle; aplicagao aos 20, 60 e 100 DAP e aplicagdo aos 100 DAP) e
“ano de cultivo” (2016 e 2017).

Todos os parametros biométricos e bioquimicos foram avaliados aos

120 dias apds o plantio, nas 6 plantas colhidas por parcela.
4.1 Parametros biométricos avaliados:

4.1.1 Area foliar (cm?) (AF): avaliacdo por método destrutivo, utilizando medidor
portatil de area (modelo LI - 3000A, LI-COR, USA).

4.1.2 Numero de folhas por planta (NF): determinag&o por contagem manual, sendo
consideradas as folhas totalmente expandidas.

4.1.3 Massa de matéria seca de folhas, raizes e total (g planta™): as folhas e raizes
foram colocadas para secar separadamente, em estufa com circulacdo de ar a
temperatura de 40°C (folhas), obtendo-se seu peso constante em 48 horas e 60°C

(raizes) obtendo-se seu peso constante em 72 horas.

4.1.4 Razédo Raiz / Parte Aérea (RPA): foi realizada uma analise de particdo de
biomassa pela relagdo entre a massa de matéria seca da raiz (MSR) e massa de
matéria seca de folhas (MSF) (BENINCASA, 2003).

RPA-MSR
"~ MSF

4.1.5 Razao de Area Foliar (RAF): a razdo de area foliar expressa a area foliar util
para fotossintese (BENINCASA, 2003), a qual foi obtida a partir de valores
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instantaneos da area foliar (AF), responsavel pela interceptagdo de energia
luminosa, e massa de matéria seca total (MST), resultado da fotossintese, segundo

a equacao:

AF
2 ~-1)=
RAF (cm? g™) VST

4.1.6 Area Foliar Especifica (AFE): relaciona a superficie da folha com a massa da
prépria folha, significando a disponibilidade de area foliar em cada grama de folha
(indicador de espessura foliar) (OLIVEIRA; MESQUITA; FREITAS, 2002), de acordo

com a equagao:

AF
2 ~-1)=
AFE (cm?g™) VISE

4.1.7 Razado de Massa Foliar (RMF): Representada pela fragdo de matéria seca
produzida pela fotossintese que nao é utilizada na respiragdo nem exportada para
outras partes da planta, ficando retida nas folhas. E determinada por um calculo
adimensional (OLIVEIRA; MESQUITA; FREITAS, 2002), seguido pela equagéo:

RMF_MSF
" MST

4.2 Preparo do extrato hidroalcodlico de Achillea millefolium L.:

As determinagdes do teor de compostos fendlicos totais, flavondides
totais e da atividade antioxidante (DPPH, FRAP, TBARS e NO) foram realizadas a
partir da obtencdo do extrato hidroalcodlico. As folhas de A. millefolium L. foram
secas em estufa a 40°C e trituradas em liquidificador. Uma massa de 50 g de folhas
secas e trituradas foi submetida a extracdo com 1,5 L de etanol 70°GL durante um
periodo de 30 minutos, sob temperatura ambiente e abrigo da luz. O processo de
maceracao e filtracdo do sobrenadante foi realizado em trés etapas (M1, M2 e M3) e
apods 30 minutos de maceragao foi retirado apenas o solvente, mantendo-se a

massa de folhas, repondo o solvente apds completa filtragdo (mantendo sempre a
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massa de folhas umida). Os extratos brutos obtidos foram reunidos e concentrados
por evaporagao a vacuo, sendo em seguida obtido o extrato bruto hidroalcodlico
seco, apés secagem em estufa de circulagéo de ar a 30°C (SIMOES et al., 2007),

como apresentado na Figura 2.

Figura 2 - Fluxograma da obtencao do extrato hidroalcodlico de folhas de Achillea

millefolium L. por maceragéo.

| Folhas Frescasl

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

50g de folhas secas
moidas

500ml Etanol 70°GL
Maceragao 30 minutos

| Torta I Extrato Bruto
Concentragéo por

| 500ml Etanol 70°GL | evaporagao a vacuo

|: Estufa 30°C
Torta Extrato Bruto LII

| 500ml Etanol 70°GL I Extrato Bruto
Seco

— I

Torta Extrato Bruto I FIavonéideSI IFenéis TotaisI AAO

Descarte

Fonte: O Autor (2018).
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4.3 Parametros bioquimicos avaliados:

Para todos os pardmetros avaliados, foram utilizadas 5 repeticoes

bioldgicas.
4.3.1 Teor de macronutrientes foliar:

As amostras de folhas enviadas ao laboratério, foram submetidas a
secagem em estufa de circulagéo forgada de ar, a 60°C, até peso constante, e apos
a secagem, o material foi submetido a moagem, em moinho tipo Wiley com malha de
20 mesh (0,85 mmol L"). Os teores de N, P, K, Ca, Mg e S foram determinados
conforme métodos descritos por Malavolta; Vitti e Oliveira (1997). Os teores de

macronutrientes foram expressos em g kg'1.
4.3.2 Teor de pigmentos foliares (clorofilas, carotendides e antocianinas):

A extragdo de clorofila seguiu o método de Wellburn (1994). Foram
pesadas 0,06 g de tecido foliar congelado. Acrescentou-se 7 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO) neutralizado com carbonato de calcio 5% (m/v), sendo os tubos incubados
em banho-maria a 65°C por 1 hora. Apds esse tempo, os tubos foram colocados no
escuro para esfriarem até atingirem temperatura ambiente. Depois deste processo,
os sobrenadantes foram reunidos e realizou-se as leituras em espectrofotdmetro
(665, 649 e 480 nm), usando o DMSO bruto como branco. As analises foram

realizadas em ftriplicata.
Os valores foram submetidos aos célculos (ug L™):

Clorofila a = 12,47 x (A665) — 3,62 x (A649)
Clorofila b = 25,06 x (A649) — 6,54 x (A665)
Clorofila total = Clorofila a + Clorofila b

(1000 x (A480)— 1,29 x (Cl a)- 53,78 x (CI b))

Carotendides = 50
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As antocianinas foram determinadas de acordo com o método de
Francis (1982), no qual 1 g de massa fresca foi adicionado a solugdo extratora
etanol 95% acidificado com HCI (1,5 N) na propor¢do de 85:15. O conteudo foi
homogeneizado por 2 min e transferido para baldo volumétrico de 50 mL, aferindo
com a solugao extratora. O baldo volumétrico foi envolvido por papel aluminio e ficou
em repouso na geladeira por 24h. Apos o repouso o extrato foi filtrado para Becker
de 50 mL envolvido com papel aluminio e a leitura foi realizada em
espectrofotbmetro em 535 nm. As analises foram realizadas em triplicata.

As antocianinas foram quantificadas com base nas equacgdes abaixo:

Abs x V x 10°

982xLxm)X1000

Antocianinas (ug/ 100 g)= (
Onde, Abs = absorbancia (535 nm), V = volume de extragédo (L), L =

caminho 6ptico da cubeta (cm), m = massa da amostra (g).
4.3.3 Teor de agucares soltveis totais (mg g™'):

Foram pesados 100 mg de tecido vegetal seco e adicionados 4 mL de
etanol 80%, durante 15 min, seguindo-se centrifugagcéo a 5000 rpm, pelo tempo de
10 min. O sobrenadante foi coletado e o precipitado ressuspendido em 3 mL de
etanol 80%, por duas vezes. Apos a jungao dos sobrenadantes, o volume foi aferido
com agua destilada para 10 mL.

Pipetou-se 500 uL dos extratos das amostras, para diferentes tubos de
ensaio, acrescentando-se em cada tubo 500 pL de fenol a 5%. Apés agitacéo,
adicionou-se 2,5 mL de acido sulfurico (98N) e os tubos foram agitados novamente e
ficaram em repouso até entrarem em equilibrio com a temperatura ambiente. As
leituras foram efetuadas a 490 nm (DUBOIS et al. 1956). Para a elaboragao da curva
analitica, foi utilizado a D-glicose nas concentragdes de 20 a 100 mg L™ diluida em
agua destilada. As analises foram realizadas em ftriplicata.

Absorbancia x K x Fator de diIuigéo>

Acucares soluveis totais = (
Peso seco
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Onde, Abs = absorbéancia (490 nm), K = equagdo da curva padrao,
Fator de diluicdo = volume aferido (10 mL) e Peso seco = massa da amostra (g).

4.3.4 Determinagdo de aclcares redutores totais (mg L™):

A determinacdo de agucares redutores foi realizada de acordo com o
método Somogyi e Nelson (BEZERRA NETO; BARRETO, 2004). Pesou-se 250 mg
de amostra seca e transferiu-se para um erlenmeyer de 125 mL, acrescentando-se
20 mL de etanol (80%). Os erlenmeyers foram tampados e colocados para agitar em
mesa agitadora orbital por 30 minutos. Apds esta etapa os extratos foram filtrados e
o volume completado para 50 mL com agua destilada. Homogeneizou-se e
transferiu-se uma aliquota de 10 mL para um tubo de ensaio rosqueavel, sendo que
os extratos diluidos foram mantidos em refrigerador até o momento da analise
quimica.

Pipetou-se para diferentes tubos de ensaio, 200 pL dos extratos das
amostras, acrescentando-se em cada tubo de ensaio 1,0 mL do reagente de
Somogyi (28 g de Na;HPO4, 40 g de tartarato duplo de sédio e potassio, 4 g de
hidroxido de sédio, 8 g de sulfato de cobre e 180 g de sulfato de sédio anidro). Os
tubos foram agitados suavemente e tampados. Aqueceu-se os tubos de ensaio em
banho-maria, a temperatura de 100°C por 15 minutos, apds esfriou-se os tubos em
banho de gelo e depois foi acrescentado 1,0 mL do reagente de Nelson [50 g de
molibdato de amédnio, 23 mL de acido sulfurico (18M) e 6 g de arsenato de sédio].
Os tubos foram agitados suavemente e ficaram em repouso por 20 minutos.
Acrescentou-se 5,0 mL de agua destilada e agitou-se suavemente. As leituras foram
realizadas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 760 nm. Para a
elaboracgao da curva analitica, foi utilizado a D-glicose nas concentragdes de 0 a 200
mg L™ diluido em &gua destilada. As analises foram realizadas em triplicata.

4.3.5 Teor de proteinas soltveis totais — PST (mg g™'):

Para a quantificagdo de proteina foi realizada extragdo de 300 mg de
tecido foliar fresco macerado e homogeneizados em 2 mL de tampéao fosfato de
potassio 50 mmol L™ (pH 7,3) e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p / v), previamente

resfriado a 4°C. Apos a centrifugagdo por 10 min a 4°C em 7500 rpm, o
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sobrenadante foi transferido para tubos de ensaios e mantido em gelo até o
momento das analises. Foram colocados 100 uyL do extrato proteico com 5,0 mL do
reagente de Bradford (100 mg de Comassie Brilliant Blue G-250 e 100 mL de acido
fosférico 85%) em um tubo de ensaio. Em seguida, os tubos foram homogeneizados
e mantidos em repouso por 5 minutos. Procedeu-se com a leitura das solu¢gdes em
espectrofotdbmetro a 595 nm, utilizando-se albumina de soro bovino (BSA 0 — 100 ug
uL™") como padrao (BRADFORD, 1976). As analises foram realizadas em triplicata.

Os valores de PST foram utilizados para calcular a atividade enzimatica
da PAL e CHS.

4.3.6 Teor de aminoacidos soltveis totais (umol g™'):

A concentragdo dos aminoacidos livres totais foi determinada pelo
meétodo de Peoples et al. (1948). Pesou-se 100 mg de tecido vegetal seco, que foi
acondicionado em tubo de ensaio hermeticamente fechado, contendo 5,0 mL de
agua destilada e incubados em banho-maria, a 100°C, por 30 min. Apés, os tubos de
ensaio foram centrifugados a 6.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi coletado e o
precipitado ressuspendido em 5,0 mL de agua destilada e reextraido, como citado
anteriormente. O volume final das duas etapas de extragéo foi corrigido para 10 mL
com agua destilada. A reacdo para dosagem dos aminoacidos livres totais foi
conduzida em tubos de ensaio contendo uma aliquota de 100 uL de extrato, em
presencga de 1,0 mL de uma solu¢do tamponada (pH 5,0) contendo 0,2 M de citrato;
1,0 mL do reagente de ninhidrina (KCN 0,1 mmol L™ e ninhidrina 5% em methoxy
etanol) e 4,0 mL de &gua destilada. Apdés homogeneizagdo, os tubos,
hermeticamente fechados, foram incubados em banho-maria, a 90°C, por 15 min. A
reacao foi interrompida por imersao parcial dos tubos em banho de gelo. As leituras
foram feitas em espectrofotometro, a 570 nm. Utilizaram-se asparagina e glutamina

como padrao. As analises foram realizadas em friplicata.
4.3.7 Extragao de oleo essencial em folhas:
O método de extracdo adotado foi a hidrodestilacdo em aparelho

Clevenger. Amostras de 100 g de folhas secas, trituradas junto a 1000 mL de agua

destilada em liquidificador. A mistura foi transferida para baldo volumétrico de 1000
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mL e o periodo de extragdo foi de 4h. Ao final do periodo de extragédo, o hidrolato
obtido de cada hidrodestilagao foi coletado e o d6leo foi diluido com hexano. Apds a
diluicdo o dleo foi filtrado com Na,SO4 (sulfato de sédio anidro). O dleo filtrado foi
recolhido em um vidro ambar e depositado aberto em freezer para o hexano
evaporar, obtendo-se o 6leo essencial purificado.

Diante da massa obtida, foi determinado o teor percentual de 6leo

essencial nas folhas:

TOE%= ( Massa do dleo (g) ) 100

Massa de folhas (g)

O rendimento foi calculado pela férmula abaixo, de acordo com Brant
et al. (2009):

ROE (g planta™ MST (g) x MSO (g)
ap Massa de folhas (Q)

Onde, MST = massa de matéria seca total de folhas por planta (g);

MSO = massa seca do 6leo obtido (g).
4.3.8 Teor de polifendis totais (ug mL™"):

A concentracao de polifendis totais dos extratos foi analisada de acordo
com o método de Folin-Ciocalteu (STAGOS et al., 2012). O procedimento foi
realizado em tubos de ensaio com capacidade de 3,0 mL. Um volume de 25 pL das
solugdes testes foi misturado a 125 uL do reagente Folin-Ciocalteu e 1250 uL de
agua destilada. Os tubos homogeneizados ficaram em descanso por 3 min e em
seguida foi adicionado 350 uL de solugéo de carbonato de sédio 25% (m/v) e 750 L
de agua destilada. Os tubos de ensaio foram agitados e mantidos no escuro a
temperatura ambiente por 1 hora. Decorrido o tempo, a absorbancia foi determinada
a 765 nm, utilizando espectrofotdmetro.

O teor de polifendis totais foi determinado por interpolagdo da
absorbancia das amostras na curva analitica construida com padrao de acido galico.
Para a elaborag&o da curva analitica, foi utilizado o acido galico nas concentragdes
de 25 a 500 ug mL" diluido em alcool etilico absoluto. As concentracdes de
polifendis foram expressas em ug mL™" de equivalentes de acido galico. As analises

foram realizadas em triplicata.
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4.3.9 Teor de flavondides totais (ug mL™):

O doseamento de flavondides foi realizado de acordo com Yao et al.
(2013). Para quantificar o teor de flavondides totais nas folhas de A. millefolium, foi
adicionada em tubo de ensaio uma aliquota de 100 pL do extrato junto com 400 uL
de alcool 70% e 50 yL de NaNO, 5%. Apds 6 minutos foi acrescentado 50 pL da
solucéo cloreto de aluminio (AICI3) 10%, 300 uL de NaOH (1 M) e 100 pL de agua
destilada. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 510 nm e o branco utilizado
continha todos os reagentes exceto a amostra.

Para a elaboracdo da curva analitica, utilizou-se rutina diluida em
alcool etilico absoluto nas concentragdes de 25 a 500 ug mL". As concentracdes de
flavondides foram expressas em ug mL™' de equivalentes de rutina. As analises

foram realizadas em triplicata.
4.3.10 Atividade da enzima Fenilalanina amoénia-liase (PAL, EC 4.3.1.5):

Foi pesado 1,0 g de folhas frescas, as quais foram colocadas no
almofariz, sendo acrescentado 50 mg de PVPP e aproximadamente 10 mL de
nitrogénio liquido. As folhas foram maceradas com o auxilio de um pistilo e
imediatamente acrescentados 3 mL da solugédo-tampédo TRIS (0,5 M pH 8,5),
contendo 1 mL de EDTA (1 mmol L™"). A mistura foi homogeneizada e, em seguida,
posta para centrifugar por 10 minutos, a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para microtubos e procedeu-se a avaliagdo da atividade enzimatica
(BEZERRA NETO; BARRETO, 2006).

Pipetou-se 500 pL do extrato enzimatico para tubos de ensaio e
acrescentando-se 2,0 mL de solugdo tampao TRIS-EDTA (0,5 M, pH 8,5), e 500 uL
de solugdo de fenilalanina (30 uM), incubando-se em banho-maria a 40°C, por 1
hora. O branco foi preparado usando-se agua destilada em vez da fenilalanina para
cada tratamento testado. Apds a incubacdo, os tubos foram transferidos
imediatamente para banho de gelo, com o objetivo de encerrar a reagdo por 5
minutos. As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 290 nm. As analises

foram realizadas em triplicata.
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A atividade da enzima foi entdo calculada pela expressado (ZUCKER,
1965):
AE
prot(mg). t(s)

kat s mg™ prot =( x3. 10'4) x 1000
Onde, AE = variagao da extingao; prot (mg) = Bradford e t(s) = tempo

de reagao (em segundos).
4.3.11 Atividade da enzima Chalcona sintase (CHS, EC 2.3.1.74):

A atividade da CHS foi ensaiada espectrofotometricamente como
descrito por Ghasemzadeh et al. (2014). A enzima foi extraida a partir de 400 mg de
folhas frescas com uma solucdo de 2-mercaptoetanol (1 mmol L) dissolvido em
tampao borato 0,1 M (1 mL, pH 8,8) a 4°C. Posteriormente, 0,1 g da resina Dowex
1x4 foi adicionada a solucéo e a mistura repousou durante 10 minutos. A solugao foi
entdo centrifugada a 15000 rpm durante 10 minutos para remover a resina. O
sobrenadante foi transferido para um tubo e adicionou-se a resina Dowex 1x4 (0,2 g)
e deixou-se a mistura em repouso durante 20 min. A resina foi removida da solugao
ap6s centrifugacdo a 15000 rpm durante 15 min. O sobrenadante (100 uL) foi
misturado suavemente com cianeto de potassio 10 mmol L™ e ap6s foi adicionado o
tampao Tris-HCI 50 mmol L™ (1,89 mL, pH 7,8). Posteriormente, adicionou-se
chalcona (10 mg) ao etileno glicol monometileter (10 pL), misturou-se com extrato
enzimatico e a reagao foi deixada prosseguir durante 1 min a 30°C. A absorbancia
foi medida a 370 nm. A curva analitica foi realizada utilizando a chalcona (2',4,4',6' +
Tetrahydroxy-chalcone) nas concentragdes de 100 a 500 ug mL™" preparada a partir
de naringenina (MOUSTAFA; WONG, 1967). As anadlises foram realizadas em
triplicata.

A atividade enzimatica foi calculada pela expressao:

AE x K )

A - -
nkats™ mg prot <prot(mg).t(s)

Onde, AE = variagdo da extingédo; K = valor da curva padr&o; prot (mg)

= Bradford e t(s) = tempo de reagéo (em segundos).
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4.4 Avaliacao da atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico de Achillea

millefolium L.:

Por meio de diferentes testes in vitro foi realizada a analise da atividade
antioxidante do extrato foliar de A. millefolium, no Laboratério de Fitoterapicos,
Departamento de Ciéncias Biologicas, Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis,
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Campus Assis.

Para todos os testes de atividade antioxidante, utilizaram-se extratos
diluidos em concentragbes de 250, 500 e 1000 ug mL™". Na apresentacdo dos
resultados, elegeu-se a melhor concentracdo de extrato para cada tipo de teste
(TBARS = 250 pug mL™"; NO e FRAP =1000 pug mL™"). Para todos os testes as

analises foram realizadas em ftriplicata.
4.4 .1 Atividade sequestrante do radical livre DPPHe:

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante no sequestro do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidraliza (DPPH?-) foi utilizada a metodologia descrita por Blois
(1958) com algumas modificagdes. Uma mistura reacional contendo 1 mL de tamp&o
acetato (100 mmol L'/ pH 5,5), 1,25 mL de etanol absoluto, 250 yL de solugao
etandlica de DPPHe< (500 pM) e 50 pL de extratos diluidos em etanol nas
concentragdes 250, 500 e 1000 pg / mL, foi agitada em vortex e permaneceu em
repouso por um periodo de 30 minutos em ambiente de pouca luminosidade. O
DPPH- apresenta maxima absorbancia a 518 nm, que decresce na presenca de
moléculas doadoras de H*, indicado pela mudanca da coloracéo roxa para amarelo.
As absorbancias foram determinadas em espectrofotometro UV-visivel a 518 nm.

A atividade sequestradora do radical DPPHe foi expressa em

porcentagem sendo calculada de acordo com a seguinte equagao:

o AA= <Acontrole - Aamostra) x100

Acontrole

Onde, Acontrole € @ absorbancia do DPPH e Aamostra € @ absorbancia da

amostra apos 30 minutos.
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Com os valores obtidos foi construido um grafico de %AA x
Concentracado (ug mL™"). Para o calculo da Concentragao Inibitdria (Clso) foi utilizada
a equacao da reta, substituindo o valor de y por 50 para obten¢do da concentragao

da amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH.
4.4.2 Atividade sequestradora de Oxido Nitrico (NO):

Para a avaliagdo da capacidade sequestradora de 6xido nitrico (NO) foi
utiizada a metodologia descrita por Marcocci et al. (1994) com algumas
modificagdes. O NO foi gerado por decomposi¢cdo esponténea de nitroprussiato de
sodio 25 mmol L™ (NPS) em tampao fosfato salino (10 mmol L™ / pH 7,4) (PBS) e
quantificado pela reacado colorimétrica de Griess, onde ocorre a formacdo de um
cromoforo réseo durante a diazotagao do nitrito com a sulfanilamida e subsequente
complexacdo com o naftiletiienodiamino (GREEN et al., 1982). Uma mistura
reacional contendo 320 pL de solucdo de extrato diluido em diferentes
concentragdes (250, 500 e 1000 ug mL™), 360 pL de NPS (25 mmol L / PBS pH
7,4) e 215 pL de reagente de Griess foi adicionada em tubos de ensaio e incubada
em banho-maria 37°C por 2 horas, na auséncia de luz. A absorbancia do teste foi
determinada em espectrofotbmetro a 540 nm. Os resultados obtidos foram
extrapolados para uma curva de calibracdo de nitrito de sodio, obtida sob as
mesmas condi¢cdes do teste e os resultados expressos em quantidade de nitrito

formado (UM mL™).
4.4.3 Inibigao da peroxidacgao lipidica (TBARS):

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante pela inibicdo da
peroxidacao lipidica foi utilizada a metodologia de TBARS (Tiobarbituric Acid
Reactive Species), descrita por Guimaraes et al. (2010) com algumas modificagdes.
A gema de ovo liofilizada foi homogeneizada (1%, m/v) em tampao PBS (20 mmol L
'/ pH 7,4). Deste homogenato, 1 mL foi sonicado e homogeneizado com 0,1 mL dos
extratos diluidos em diferentes concentragdes (250, 500 e 1000 g mL™") ou controle
positivo (Trolox 140 pg mL'1). A peroxidacao lipidica foi induzida pela adicido de 100
ML de solugao de 2,2'-azobis-2-amidinopropano (AAPH; 0,12 M), durante 30 min em
banho-maria a 37°C. Apoés o resfriamento em temperatura ambiente, foi adicionada a
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reacdo 500 pL de acido tricloroacético (15%) e 500 uyL de acido tiobarbiturico
(0,67%) e aquecido em banho-maria a 97°C por 15 minutos. Apos este periodo as
amostras foram centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos e em seguida
incubadas em banho-de-gelo por mais 15 minutos. A absorbancia do sobrenadante
foi determinada em espectrofotdmetro a 532 nm e os resultados expressos em
porcentagem de TBARS formadas apenas por AAPH sozinho (controle induzido),

sendo calculada de acordo com a seguinte equagao:

% TBARS= <Acontrole - Aamostra) x 100
Acontrole
Onde, Acontrole € @ absorbancia obtida apenas com AAPH e Aamostra € @

absorbancia da amostra.
4.4 .4 Atividade antioxidante pelo método FRAP:

Para a determinacéo da atividade antioxidante por meio da redug¢ao do
ferro (FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power) foi utilizada a metodologia descrita
por Kuki¢ et al. (2008), com algumas modificagdes. Esta se baseia na medida direta
da habilidade dos antioxidantes (redutores) da amostra em reduzirem, em meio
acido (pH 3,6), o complexo Fe* / tripiridiltriazina (TPTZ), para formar Fe®', de
intensa cor azul e absor¢ao maxima a 593 nm. O reagente FRAP foi preparado no
momento da analise, por meio da mistura de 25 mL de tampao acetato (300 mmol L
' pH 3,6), 2,5 mL de solugdo TPTZ (10 mmol L' TPTZ em 40 mmol L™ HCI) e 2,5
mL de FeCls (20 mmol L'1) em solucdo aquosa. Uma aliquota de 100 uL da solugao
de extrato foi adicionado a 3 mL do reagente FRAP e incubado a 37°C em banho-
maria por 30 minutos. As absorbancias foram medidas apds esse tempo e o
espectrofotdbmetro foi zerado com a solucdo FRAP. A curva de calibragao foi obtida
com sulfato ferroso (100 - 2000 M), e os resultados expressados em umol Fe* mg”

amostra.
4.5 Cromatografia

As analises de espectrometria de massas dos extratos foliares e do

o6leo essencial de A. millefolium foram realizadas no Nucleo de Bioensaios,
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Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE), do Departamento de
Quimica Organica, da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, no

Instituto Quimica de Araraquara.
4.5.1 Fracionamento biomonitorado de extratos:

O extrato hidroalcodlico bruto da mil-folhas foi fracionado em uma
coluna cromatografica com cerca de 75% de Silica Gel 60 (Sigma-Aldrich®) e 25%
de silica incorporada com 1,0 g do extrato hidroalcodlico.

Cerca de 250 mL de cada solvente para a eluicdo foi passada na
seguinte sequéncia: Diclorometano (100%), Diclorometano : Acetato de Etila
(50%:50%), Acetato de Etila (100%), Acetato de Etila : Etanol (90%:10%), Acetato
de Etila : Etanol (70%:30%), Acetato de Etila : Etanol (50%:50%), Acetato de Etila :
Etanol (30%:70%), Acetato de Etila : Etanol (10%:90%) e Etanol (100%) (Figura 3).

As fracbes filtradas foram concentradas no evaporador rotativo a

40+2°C e em seguida, realizado a cromatografia em camada delgada.
4.5.2 Cromatografia em camada delgada (CCD):

Para separacgao e identificacdo dos compostos presentes nos extratos
brutos (fragdes), foi realizado a analise por CCD, realizada pela otimizagdo de
metodologias descritas por Wagner e Bladt (1996). Foram preparadas amostras de
1000 mg mL™ dos extratos brutos, a partir dos quais foram aplicadas com capilares
20 uL das amostras em cromatoplacas de silica gel em aluminio F250 (20 cm x 20

cm - MERCK), previamente ativadas em estufa a 100 °C por trés minutos.

a) Detecgéo de Flavondides
Para fase mével na detec¢ao dos compostos do grupo dos flavondides
foi utilizado o sistema eluente cloroférmio-metanol-agua na proporgéo 75:23:2 e
como padrdes: rutina, quercetina, acido galico e acido ferulico. A revelagdo das
placas foi realizada por nebulizagdo com os reveladores anisaldeido e borato de 2-
aminoetoxidifenilo, sendo analisado em seguida na luz ultravioleta (254 e 366 nm).
Apds a definigdo das zonas cromatograficas, foram calculadas suas respectivas

mobilidades relativas (Rf) utilizando a seguinte formula:
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Zcm )
FRONTcm

Rf=<
Onde: Z = distancia até onde marcou o ponto na corrida (cm); FRONT

= distancia total da corrida.
4.5.3 Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC/MS):

A composi¢cdo quimica do 6leo essencial foi determinada por uma
amostra composta obtida pelo agrupamento de massas equivalentes do oleo
essencial das repeticoes de cada tratamento. A analise quimica quantitativa foi
realizada em um sistema de cromatografia gasosa acoplado a um detector de
ionizagdo em chama de hidrogénio Agilent® 78902 equipado com coluna capilar HP-
5SMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym) (Califérnia, EUA). Utilizou-se hélio como gas de
arraste com fluxo de 1,0 mL min™"; as temperaturas do injetor e do detector foram
mantidas em 220 e 240°C, respectivamente. A temperatura inicial do forno foi de
60°C com uma rampa de temperatura de 3°C min™” até 150°C, seguido por uma
isoterma de 10 min e, posteriormente, de uma rampa de 10°C min™" até 270°C. O
oleo foi diluido em acetato de etila (1%, v/v) e 1,0 uL foi injetado automaticamente no
modo split a uma razdo de 1:50. As analises qualitativas do 6leo foram realizadas
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (G/MS), utilizando-
se um equipamento Agilent® 5975C, operado por ionizagdo de impacto eletrénico a
70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan s, com intervalo de
aquisicdo de massas de 40-400 m/z. As condigbes cromatograficas foram as
mesmas empregadas nas analises quantitativas. Os componentes foram
identificados por comparacao de seus indices de retencdo com dados de espectros
de massas e indices de retencéo de literaturas e por comparagao dos espectros de

massas com os da biblioteca NIST (2008).
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4.5.4 Analises dos Componentes Principais (PCA) dos compostos presentes no oleo

essencial

De forma complementar, foram também realizadas analises
exploratorias multivariadas, a analise de agrupamento por método hierarquico e a
analise de componentes principais, que permitiram a avaliagdo em conjunto de todos
os compostos identificados no 6leo essencial. A técnica de agrupamento hierarquico
interliga as amostras por suas associagbes, produzindo um dendrograma onde
amostras semelhantes, segundo as variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre si
(MOITA NETO; MOITA, 1998). Para medir a semelhanga entre os centroides de
cada isolado, utilizou-se a distancia euclidiana (medida de dissimilaridade) para o
conjunto dos compostos quimicos obtidos nos 6leos essenciais, enquanto para a
estratégia de agrupamento adotou-se o método de Ward,s. O resultado da analise
foi apresentado em forma grafica (dendrograma), auxiliando na caracterizagdo dos
grupos.

A analise de componentes principais permite condensar a maior
quantidade da informacgdo original, contida em p variaveis. Para cada um dos
tratamentos, os compostos quimicos identificados e sua quantidade area em %
(Tabela 12) foram plotados em planilhas de Excel. Removeram-se dessa analise
aqueles compostos que apresentaram apenas tracos () e os que nédo foram
identificados (ni). Esses dados foram transformados em variaveis latentes ortogonais
denominadas componentes principais, que sdo combinagdes lineares das variaveis
originais criadas com os autovalores da matriz de covariancia dos dados (HAIR et
al., 2009). O critério de Kaiser foi utilizado para eleger os componentes principais.
Um autovalor preserva informacgao relevante quando € superior a unidade. Também

em relacgado a classe quimica dos compostos foi realizado o agrupamento k-means.

4.5.5 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS):

a) Preparo do extrato bruto:
Foram pesados 26 mg dos extratos hidroalcodlicos brutos dos
tratamentos controle (T1) e 100 DAP (T3) de ambos os anos de cultivo (2016 e
2017) e diluidos em 1000 pL de etanol (50%). Apds dissolugédo do extrato, os

mesmos passaram por um processo de clean up, sendo aplicada em cartucho de
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SPE de 0,45 pym (Macherey-Nagel Chromabond® C18 EC). Primeiramente foram
passados 5 volumes mortos de 5 mL de metanol (MeOH) grau HPLC, seguidos de 6
volumes de 5 mL de metanol HPLC : dgua Mili-Q (95:5) para equilibrio do cartucho e
por ultimo foi aplicada 1 mL de amostra, e passados 4 volumes de metanol HPLC :
agua Mili-Q (95:5). Uma aliquota de 2 pL foi injetada no sistema de analise
LC/DAD/MS para coleta dos dados cromatograficos.

b) Dissolugdo das amostras:

Ambas as amostras foram dissolvidas em 1,0 mL de MeOH : H,O
(50%) e diluidas para um volume final de 1,5 mL, utilizando-se MeOH : H,O (50%)
como diluente. Para a amostra Controle (T1), 35 pyL foram transferidos para um
microtubo de 1,5 mL onde se adicionou 1.465 yL de MeOH : H,0O (50%). J& para a
amostra 100 DAP (T3), 29,0 yL foram transferidos para um microtubo de 1,5 mL
onde se adicionou 1.471 yL de MeOH : H,O (50%). As amostras obtidas foram
centrifugadas em minicentrifuga a 10000 rpm por 3 min. Posteriormente, transferiu-
se 1,0 mL de cada amostra para um vial de 2,0 mL para posterior analise. Para

ambas as amostras o volume de injeg&o foi de 2,0 pL.

c) Preparo dos padrdes:
Foram pesados os padrdes: rutina (10 mg), quercetina (10,2 mg), acido
cafeico (10,2 mg), acido trans-cinamico (10,7 mg), acido galico (10,3 mg), acido p-
cumarico (10,5 mg) e diluidos em 1,0 mL de metanol grau HPLC. Para infusdo direta
dos padrées no LC-MS, preparou-se 1,0 mL de uma solugdo contendo todos os
padroes a concentracdo de 100 ppm de cada uma das substancias. Para a analise

por LC-MS, injetou-se 2,0 uL desta solugdo no equipamento.

d) HPLC-DAD-MS:

A analise foi realizada utilizando um HPLC Shimadzu® Prominence:
sistema modular binario, contendo: duas bombas LC-20AD, desgaseificador de fase
movel DGU-20A3R, amostrador automatico SIL-20AHT, forno para colunas CTO-
20A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A e software BrukerDaktonics,
DataAnalysis, Versao 4.1. Acoplado a um espectrobmetro de massas: Bruker®

Amazon, com configuragdo ESI-IT-MS.
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e) Condigbes para analise HPLC-DAD-MS:
A separagao por HPLC foi realizada em uma coluna Luna C18 (150 x
2,1 mm 5 pm 100A) (Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA). O gradiente
exploratorio foi de 5 - 100% de acetonitrila em agua em 40 min, ambos contendo
0,1% de acido férmico. A cromatografia foi realizada a 40°C com fluxo de 0,5 mL /
min. As amostras foram monitoradas por detector DAD na faixa de 200 - 800 nm,

40°C, frequéncia de amostragem em 4,1667 Hz por 50 min.

f) Condigbes espectrofotométricas de massa:

Os paréametros de ionizagao foram os seguintes: voltagem capilar - e +
4500V, tensao da placa final -500 V; nebulizagdo de gas de nitrogénio a 50,0 psi.;
gas de secagem de 10 L / min de nitrogénio a 300 °C. A faixa de aquisigcao foi de 50
a 1500 m / z. Os espectros de MS? foram adquiridos no modo auto MS-MS. A
amplitude de fragmentacdo foi ajustada em 60%, parametros inteligentes de
fragmentagcdo CID: amplitude inicial em 80% e final em 120%, o tempo de
fragmentacao foi de 20 ms, absorbancia limiar de 200000 e a largura de isolamento
foide4,0m/z.

Foram considerados constituintes majoritarios os oito constituintes que
apresentaram entre os tratamentos as maiores porcentagens relativa de area dos

picos.
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Figura 3 - Fracionamento em uma coluna cromatografica com 75% de Silica Gel 60

(Sigma-Aldrich®) e 25% de silica incorporada com 1,0 g de extrato

hidroalcodlico.
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4.6 Analise estatistica

Os parametros biométricos e bioquimicos foram avaliados em esquema
fatorial 3x2 (sendo trés tratamentos com AS e dois anos de cultivo). Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (p < 0,05) e, posteriormente ao
teste Tukey (p < 0,01). Os resultados foram apresentados pela média dos
tratamentos.

As atividades antioxidantes foram avaliadas comparando-se somente
os tratamentos com AS. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(p < 0,05) e teste Tukey (p < 0,01). Os resultados foram apresentados pela média
dos tratamentos.

As substancias volateis presentes no 6leo essencial foram submetidas
a analise multivariada utilizando-se Analise de Componentes Principais (PCA),
realizadas no programa Statistica 13.3 (STATSOFT, 2017).

Realizou-se o teste de correlagdo de Pearson das variaveis entre os
metabolitos primarios e secundarios e também atividades enzimaticas e

antioxidante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados climaticos

A Achillea millefolium L. € uma espécie de clima temperado - quente a
subtropical, tolerando condi¢des climaticas extremas como calor, geada, seca, frio e
nao se adapta a regides com excesso de precipitagdes (LIMA et al., 2011).

As condigdes agrometeorolégicas durante o periodo experimental
podem ser observadas na Figura 4. No periodo referente ao experimento de 2016, a
temperatura média foi de 21,0°C, enquanto que a média da maxima e minima foram
de 26,7 e 15,3°C, respectivamente. O total acumulado de chuva foi de 337 mm,
havendo um periodo longo de estiagem entre os meses de junho a agosto. Na
época da colheita houve precipitacdo de 53mm.

Em 2017, a temperatura média durante o periodo experimental foi de
21,1°C. As temperaturas maxima e minima nesse periodo foram de 27,1 e 15,1°C,
respectivamente. O total acumulado de chuva durante o periodo experimental foi de
341 mm, com distribuigdo bastante irregular, registrando-se 221 mm no més de
maio, e posteriormente, alguns picos de chuva no inicio de junho. Ocorreu uma
longa estiagem entre a metade de junho até o fim de agosto e novamente houve

estiagem no més de setembro, num periodo de 13 dias antes da colheita.
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Figura 4 - Dados climatologicos de Presidente Prudente, Sdo Paulo, durante o
periodo experimental (01 de maio a 01 de setembro de 2016 e 2017).
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Fonte: Centro de Meteorologia da UNOESTE

5.2 Parametros biométricos de crescimento:

5.2.1 Biomassa

Observando os parametros biométricos de crescimento, a analise de
variancia para a massa seca de folhas (MSF) foi significativa somente para o fator

“época de aplicagdo”, sendo que nas plantas tratadas com AS nas duas épocas de
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aplicagao a MSF foi em média 25,3 e 21,7% maior, comparadas as plantas controle
(Tabela 2).

A area foliar das plantas foi afetada de forma isolada pelos fatores
época de aplicagao e ano de cultivo. Houve um aumento médio de 38,7% na AF em
plantas de mil-folhas tratadas aos 100 DAP em comparagdo as plantas controle
(Tabela 2). Na comparagdo entre os anos de cultivo verifica-se que no plantio

realizado em 2016 as plantas apresentaram maior area foliar.

Tabela 2 — Massa de matéria seca de folhas (MSF) e area foliar (AF) em plantas de
Achillea millefolium L. tratadas com acido salicilico, em fungao da época

de aplicacéo e ano de cultivo.

MSF AF
Tratamentos A
(g planta™) (cm?)
Controle 73,99b 6833,34b
20,60 e 100 DAP 101,12a 9145,36b
100 DAP 103,93a** 12457, 11a**
CV (%) 10,77 12,47
2016 90,73™  10345,37a**
2017 95,30 8611,84b

ns

e **: n&o significativo, significativo a 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

Houve interagao significativa entre os fatores “época de aplicagao” e
“ano de cultivo”, havendo maiores valores de MSR e MST no ano de 2016 (Tabela
3). Em relagdo a MSR, foi observado um aumento em 16% em plantas tratadas aos
100 DAP (2016) e aumento de 20% quando o AS foi aplicado aos 20, 60 e 100 DAP
(2017). A MST apresentou aumentos de 27% apenas em plantas com aplicagdo de
AS aos 100 DAP (2016). No segundo ano de cultivo (2017) houve um aumento de
26,8% na MST em relagao as plantas controle quando o AS foi aplicado aos 20, 60 e
100 DAP.

O numero de folhas por planta (NF) apresentou interacao significativa
entre os fatores “época de aplicagdo” e “ano de cultivo” (Tabela 3). Foram
observados aumentos de 57,1 e 56,9% no primeiro ano de cultivo e aumentos de
21,4 e 20% no segundo ano, para plantas tratadas com AS aos 20,60 e 100 DAP e
aos 100 DAP, respectivamente. Resultados diferentes foram encontrados em
plantas de funcho (GORNI et al., 2017) e menta (GONCALVES, 2017), onde as
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plantas tratadas com AS nao diferiram das plantas controle. Entretanto, em plantas
de caléndula (PACHECO et al., 2013) e hortela (KUNDU; HALDER;
BHATTACHARJEE, 2018) a aplicagdo de AS resultou no aumento no numero de

folhas por planta.

Tabela 3 — Massa de matéria seca de raiz (MSR), massa de matéria seca total
(MST) e numero de folhas (NF) em plantas de Achillea millefolium L.

tratadas com acido salicilico, em funcdo da época de aplicagao e ano de

cultivo.
MSR MST NE
Tratamentos (g planta'1) (g planta'1)
2016 2017 2016 2017 2016 2017
Controle 50,61bA  54,60bA 134,88bA 134,00bA  96,40bB  127,80bA

20,60 e 100 DAP 64,63aA 65,60aA 157,21abA 170,00aA  151,40aA 155,20aA
100 DAP 73,75aA  51,60bB 171,43aA 143,60bB  151,20aA 153,20aA

CV (%) 9,64 9,66 4,06

Letras minusculas comparam as épocas de aplicagao “linhas” e letras mailusculas comparam os anos
de cultivo “colunas”. Letras iguais n&do apresentam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O AS desempenha um papel fundamental na regulagdo do
crescimento, no desenvolvimento das plantas e nas interagbes com outros
organismos (HAYAT et al., 2010), sendo que a aplicagao foliar de AS desencadeia
maior divisdo celular nas regides meristematicas (VANACKER et al., 2001). Plantas
com maior massa de folhas podem ter apresentado maior superficie fotossintética.
Ja os aumentos na massa de raizes podem beneficiar as plantas pelo aumento na
absorcao de agua e nutrientes, melhorando os processos fisiolégicos como um todo.
Estudos indicam que a aplicagao foliar de 0,50 mmol L™ de AS resultou em aumento
na biomassa de parte aérea em Foeniculum vulgare (GORNI et al., 2017) e melhor
acumulo de biomassa de raiz e biomassa total em Achillea millefolium L. cultivada
em casa de vegetagao (GORNI; PACHECO, 2016).

A area foliar da planta € a base de rendimento de uma cultura
(PEREIRA; VILLA NOVA; SEDIYAMA, 1997), uma vez que o processo fotossintético
depende da interceptacdo da energia luminosa e sua conversdao em energia
quimica. A area foliar é, pois, uma variavel indicativa da produtividade (FAVARIN et
al. 2002). Deste modo, o aumento no crescimento das plantas de mil-folhas em

resposta ao tratamento com AS pode ser atribuido ao aumento da capacidade
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fotossintética que favoreceu o metabolismo primario da planta. Outros estudos
estabeleceram uma correlacdo positiva entre fotossintese e area foliar em plantas
tratadas com AS (ARFAN; ATHAR; ASHRAF, 2007; PACHECO et al., 2013).
Resultados semelhantes foram obtidos em cultivares de morango, onde a aplicagao
de 3 mmol L' de AS aumentou a éarea foliar das plantas (MOHAMEH,
ABDELBASET; ABD-ELKADER, 2018) e a concentragdo de 200 ug mL™" de AS em
hortela (KUNDU; HALDER; BHATTACHARJEE, 2018) apresentaram aumentos na

area foliar das plantas.
5.2.2 Particdo de biomassa

Observando os parametros de particdo de biomassa, a analise de
variancia para a area foliar especifica (AFE) mostra que esta variavel foi afetada
pelos fatores “época de aplicagéo” e “ano de cultivo” de maneira isolada. (Tabela 4).
A aplicacdo de AS aos 100 DAP resultou em maior AFE, com incremento médio de
64%, apresentando melhor resultado no ano de 2016, comparando o fator “ano de
cultivo”.

A razado raiz/parte aérea (RPA) de plantas tratadas com AS nas
diferentes épocas de aplicacdo nao foi alterada em relacdo as plantas controle em

ambos os anos de cultivo (Tabela 4).

Tabela 4 — Area foliar especifica (AFE) e razao raiz/parte aérea (RPA) em plantas de
Achillea millefolium L. tratadas com acido salicilico, em funcdo da época

de aplicacéo e ano de cultivo.

AFE

Tratamentos 9 1 RPA

(cm"g )
Controle 87,68b 0,70™
20,60 e 100 DAP  91,40b 0,75
100 DAP 143,65a*" 0,69
CV (%) 10,44 18,34
2016 119,59a** 0,73™
2017 95,57b 0,68

", ** @ *: ndo significativo, significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

A area foliar especifica (AFE) relaciona a superficie da folha com a

massa da propria folha, significando a disponibilidade de area foliar em cada grama
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de folha (CRAWLY, 2001; OLIVEIRA et al., 2002). Os resultados demonstram que
houve um maior investimento da folha em area fotossintética em detrimento da
espessura foliar. O aumento da AFE pode estar relacionado com as alteracdes
anatdbmicas que podem ocorrer nas plantas quando se utilizam elicitores ou quando
ocorre estresse, sendo que as plantas investem em uma maior proporcdo de
fotoassimilados e outros recursos no aumento da area foliar, apresentando maior
AFE (BERLYN; CHO, 2000). Gongalves (2017) verificou que a aplicagdo de 150 mg
L™ de AS resultou em maior AFE em plantas de menta.

A razao raiz/parte aérea (RPA) € um parametro que permite verificar se
o crescimento da raiz e da parte aérea sao equilibrados para garantir um balancgo
funcional entre a absorcdo de agua e a fotossintese das plantas (GORNI;
PACHECO, 2016). Desta maneira, a parte aérea continuara crescendo até que a
absorcao de agua pelas raizes torne-se limitante, e as raizes crescerao até que a
demanda por fotossintatos da parte aérea iguale-se ao suprimento. Resultados
diferentes foram encontrados em plantas de milho tratadas com 20 e 40 mg L' de
AS, as quais apresentaram RPA menor do que as plantas nao tratadas (AHMAD;
BASRA; WAHID, 2014).

Houve interagdo significativa entre os fatores “época de aplicagao” e
“ano de cultivo” para o parametro razdo de massa foliar (RMF). No primeiro ano de
cultivo da mil-folhas, as plantas tratadas com AS aos 20, 60 e 100 DAP
apresentaram um aumento de 17% da RMF (Tabela 5). J& no segundo ano de
cultivo, um aumento de 11,5% deu-se em plantas tratadas aos 100 DAP em
comparacgao ao controle. Na comparacao entre os anos de cultivo verifica-se que em
2017 as plantas apresentaram maior RMF independentemente dos tratamentos com
AS.

Houve interagdo significativa entre os fatores “época de aplicagao” e
“ano de cultivo” para o parametro razdo de area foliar (RAF). A RAF expressa a area
foliar util para a fotossintese, representando a razdo entre a area foliar e a massa de
matéria seca total (BENINCASA, 2003). Isso indica que houve maior investimento de
carbono fixado para o aumento da area foliar, otimizando a captacéo de luz e CO..
Houve aumentos de 22 e 56% no parametro RAF em plantas tratadas com AS,
comparado as plantas controles no primeiro ano de cultivo (Tabela 4). J4 no
segundo ano de cultivo, um aumento de 94% deu-se em plantas tratadas aos 100

DAP em comparagdo ao controle. Comparando-se os anos de cultivo, observa-se
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que o ano de 2017 apresentou o melhor resultado. Resultados diferentes foram
apresentados por Gongalves (2017), onde a RAF decresceu durante o

desenvolvimento das plantas de menta tratadas com AS.

Tabela 5 — Razédo de massa foliar (RMF) e raz&o de area foliar (RAF) em plantas de
Achillea millefolium L. tratadas com acido salicilico, em funcédo da época

de aplicacéo e ano de cultivo.

RAF
RMF o 1
Tratamentos (cm“g)
2016 2017 2016 2017

Controle 0,539bB  0,592bA 55,34cA  46,57bB
20,60 e 100 DAP 0,630aA 0,612abA  67,52bA  44,75bB
100 DAP 0,581abB  0,660aA 86,30aA  90,43aA

CV (%) 5,06 9,48

Letras mindsculas comparam as épocas de aplicagdo “linhas” e letras mailsculas comparam os anos
de cultivo “colunas”. Letras iguais n&do apresentam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A razdo de massa foliar (RMF) é definida como a fracdo de matéria
seca produzida pela fotossintese, ndo utilizada na respiracdo, nem exportada para
outras partes da planta, ficando retida nas folhas. E dada pela relagdo entre
MSF/MST (OLIVEIRA et al., 2002). De acordo com Farias (2012), que avaliou o
crescimento e desenvolvimento do algodoeiro em funcdo das doses de AS, a
concentracdo de 6,02 mmol L' de AS foi a responsavel pelo maior valor de RMF,
demonstrando que aplicagdo de concentragdes superiores a essa dosagem

promovem reducdo na RMF.

5.2.3 Teores de macronutrientes

Foram observados aumentos significativos nos teores de N (7,3 e 6%),
P (12,7 e 20,1%), K (12,7 e 17,7%) e Mg (12 e 10,9%) nas folhas das plantas de mil-
folhas tratadas com AS em ambas as épocas de aplicagao, respectivamente (Tabela
6). Na comparacéao entre os anos de cultivo, verificam-se maiores teores N, P e Mg
no ano de 2017, com excecdo dos macronutrientes K e S, os quais né&o

apresentaram variagao significativa.
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Tabela 6 — Teores de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), magnésio (Mg) e
enxofre (S) nas folhas de Achillea millefolium L. tratada com acido

salicilico, em fung¢ao da época de aplicacéo e ano de cultivo.

N P K Mg S

Tratamentos P A P A 1
(9kg ) (9kg ) (9kg) (9kg) (9kg)

Controle 20,57b 2,07c 24,47b 3,61b 0,68"

20,60 e 100 DAP 22,19a** 2,37b 28,03a 4,10a** 0,77

100 DAP 21,88a 2,59a** 29,75a** 4,05a 0,74

CV (%) 2,88 6,69 9,80 7,01 11,10
2016 19,91b 2,02b 28,02 3,65b 0,76™

2017 23,19a** 2.67a** 26,81 4,19a** 0,70

", ** @ *: ndo significativo, significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente

Houve interagao significativa entre os fatores “época de aplicagao” e
“ano de cultivo” em relag&o ao teor de calcio (Tabela 7). Verificou-se que no primeiro
ano de cultivo (2016) houve um aumento no teor de Ca de 27%, apenas nas plantas
tratadas com AS aos 100 DAP. Ja no segundo ano de cultivo (2017), houve aumento
de 15,63% no teor de Ca em plantas tratadas com AS aos 20, 60 e 100 DAP,
comparadas ao controle. A aplicagéo foliar de AS pode modular significativamente a
absorcao e o metabolismo de elementos minerais importantes e, por isso, melhora o
crescimento e o desenvolvimento em plantas (NAZAR; UMAR; KHAN, 2015).

Tabela 7 — Teores de calcio (Ca) nas folhas de Achillea millefolium L. tratada com

acido salicilico, em funcédo da época de aplicagao e o ano de cultivo.

Ca
Tratamentos (gkg™)
2016 2017
Controle 11,34bB 13,94bA
20,60 e 100 DAP 12,86bB 16,12aA
100 DAP 14,40aA  14,88abA
CV (%) 6,11

Letras mindsculas comparam as épocas de aplicagdo “linhas” e letras mailsculas comparam os anos
de cultivo “colunas”. Letras iguais n&do apresentam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tem sido relatado que o aumento de matéria seca da planta em
resposta a aplicagdo de AS pode ser atribuido ao aumento da absorcdo de
nutrientes minerais (LARQUE-SAAVEDRA; MARTIN-MEX, 2007), somando-se aos
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efeitos de aumento da assimilagdo de didéxido de carbono (CO;) e da taxa
fotossintética (KHAN; PRITHIVIRAJ; SMITH, 2003). Resultados encontrados por
Hashmi et al. (2012) em plantas de funcho (Foeniculum vulgare) envasadas,
mostram que a aplicacdo de 0,1 mmol L' de AS, aumentou a absorcao de N, P e K
em 30,2, 74,6 e 8,6%, respectivamente. Da mesma forma, Sarangthem e Singh
(2003) encontraram aumento no nivel de N nas folhas de feijao (Phaseolus vulgaris),
com aplicacao foliar de AS a uma concentracédo de 0,1%. Tucuch-Haas et al. (2017)
mostraram que a concentracdo de 0,001 mmol L™ de AS contribuiu para o acumulo

dos elementos N, P e K em plantas de milho.

5.2.4 Fatores climaticos

As condi¢des climaticas influenciam diretamente o crescimento e
desenvolvimento dos vegetais, causando alteragbes morfofisiolégicas em plantas
cultivadas (SILVA JUNIOR et al., 2012). As condigdes de temperatura e umidade
prevalecentes também desempenharam papel relevante sobre o crescimento das
plantas de mil-folhas, sendo que os seus efeitos se somam aos efeitos da aplicacéo
de AS nas plantas. No primeiro ano de cultivo (2016), observa-se que as plantas
apresentaram maiores valores na massa de matéria seca (raiz e total) e na area
foliar, fato esse que pode estar correlacionado a melhor distribuicdo da precipitacao
durante o periodo experimental. Porém, em relagdo aos macronutrientes nas folhas
e ao numero de folhas, houve maiores valores no segundo ano de cultivo (2017).
Desta forma, evidencia-se que, assim como o0 acumulo de biomassa, a assimilacéo
de nutrientes também desempenha um papel relevante que se soma ao efeito da

aplicagao de AS nas plantas.

5.3 Parametros bioquimicos:
5.3.1 Metabolismo primario
5.3.1.1 Pigmentos fotossintéticos

No primeiro ano de cultivo, os teores de clorofila a e clorofila total em

ambos os tratamentos com AS apresentaram aumentos de 14 e 2% (aplicagao aos
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20, 60 e 100 DAP) e 21,4 e 9% (aplicacdo aos 100 DAP), respectivamente, em
comparagao as plantas controle (Tabela 8). Entretanto, no segundo ano de cultivo
(2017) verificou-se que as plantas tratadas com AS em ambas as épocas de
aplicacdo, apresentaram aumentos de 7,4 e 22,5% (clorofila a) e 1 e 12,3% (clorofila
total), respectivamente, comparadas as plantas controle. Aumentos nos teores de
clorofila b foram encontrados em plantas tratadas aos 100 DAP, apresentando

aumentos de 4,2% (ano de 2016) e 8,8% (ano de 2017) comparado ao controle.

Tabela 8 — Teores de clorofila a, clorofila b e clorofila total em plantas de Achillea
millefolium L. tratadas com acido salicilico, em funcdo da época de

aplicacéo e o ano de cultivo.

Clorofila a Clorofila b Clorofila total
Tratamentos (ug mL™) (ugmL™) (ug mL™")
2016 2017 2016 2017 2016 2017
Controle 3,48cA 3,14cB 8,47bB 8,88bA 11,95cB  12,02cA
20,60 e 100 DAP  3,96bA 3,37bB 8,24cB 8,72¢cA 12,20bA  12,09bB
100 DAP 4.22aA 3,85aB 8,83aB 9,66aA 13,05aB  13,51aA
CV (%) 0,06 0,06 0,04

Letras mindsculas comparam as épocas de aplicagédo “linhas” e letras mailsculas comparam os anos
de cultivo “colunas”. Letras iguais n&do apresentam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Houve interagao significativa entre os fatores “época de aplicagao” e
“ano de cultivo” em relagcédo aos teores de carotendides e antocianinas (Tabela 9).
Resultados positivos nos teores de carotenoides foram encontrados em ambas as
aplicagbes de AS, com aumentos de 72,2 e 10,4% (ano de 2016) e 54 e 82% (ano
de 2017), respectivamente, em comparagdo as plantas controle (Tabela 9). Em
relacdo as antocianinas, também foram observados aumentos de 44 e 16% (ano de
2016) e 15,2 e 23% (ano de 2017) respectivamente nas plantas tratadas em
comparacgao as plantas controle (Tabela 9). Na comparagao entre os anos de cultivo,
verificou-se que em 2017 houve maiores teores foliares tanto de carotendides como
de antocianinas quando a aplicagdo de AS foi realizada aos 100 DAP. Estes
resultados corroboram com aqueles encontrados por Ghasemzadeh et al. (2014), a
aplicagdo de 0,2 mmol L™ de AS resultou em aumento no teor de antocianinas em
plantas de gengibre. Divya, Puthusseri e Neelwarne (2014) também relataram
aumentos no conteudo de carotendides totais em plantas de coentro tratadas com
500 umol L™ de AS.



61

Tabela 9 — Teores foliares de carotendides e antocianinas em plantas de Achillea
millefolium L. tratadas com acido salicilico, em funcdo da época de

aplicacéo e o ano de cultivo.

Carotendides Antocianinas
Tratamentos (g mL'1) (ug 100 g'1)
2016 2017 2016 2017
Controle 1,44cA 1,22cB 9,37cB 10,019cA
20,60 e 100 DAP 2,48aA 1,88bB 13,49aA 11,540bB
100 DAP 1,59bB 2,22aA 10,83bB  12,311aA
CV (%) 0,10 1,00

Letras mindsculas comparam as épocas de aplicagdo “linhas” e letras mailsculas comparam os anos
de cultivo “colunas”. Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O teor de clorofila € um importante indice fisiolégico diretamente
relacionado com a performance fotossintética das plantas (ASKARI; EHSANZADEH,
2015). A clorofila a é o pigmento utilizado na primeira etapa da fotossintese,
desempenhando um papel essencial para a produg¢ao de oxigénio e bioconversao de
energia pela fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2013). A clorofila b € essencial para a
fotossintese, absorvendo luz de comprimento de onda entre 425-475 nm e
transferindo sua energia para a clorofila a (TANAKA; TANAKA, 2007). Pesquisas
com diferentes espécies vegetais indicam respostas semelhantes de aumento de
pigmentos fotossintéticos em plantas pulverizadas com AS, quanto aos teores de
clorofila a em plantas de gengibre (GHASEMZADEH; JAAFAR, 2013), clorofila b em
plantas de girassol (DAWOOD; SADAK; HOZAYEN, 2012) e clorofila total em tomate
(CHAKRABORTY et al., 2016).

Em plantas, os carotendides desempenham um importante papel
fotoprotetor, pela eliminacdo de EROS e supressdo da peroxidagao lipidica (GILL;
TUTEJA, 2010). A aplicagdo exdgena de AS exerce diversas fungdes fisiologicas
nas plantas, como aumento dos teores de pigmentos fotossintéticos (HAYAT; ALI,
AHMAD, 2007) e na sintese de carotendides e xantofilas (MOHAREKAR et al.,
2003).

As antocianinas s&o os pigmentos do tipo flavondides com fungbes
cruciais nas plantas, atuando como antioxidantes, protegendo contra a agédo da luz e
atuando como compostos de defesa, entre outras fungdes bioldgicas (GOLCALVES,

2017). As antocianinas sado responsaveis também pela cor das flores, frutas,
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sementes e folhas (SEDAGHATHOOR; KOJEIDI; POORMASSALEGOO, 2017). Seu
acumulo é regulado por inumeros estimulos, como mensageiros de crescimento e
desenvolvimento, agucares, horménios vegetais e estresses ambientais (incluindo
radiagao ultravioleta, alta intensidade luminosa, calor, doencas, lesdes, deficiéncias
hidrica e nutricional) (GONZALI; MAZZUCATO; PERATA, 2009). Uma vez que o AS
pode influenciar positivamente a fotossintese em plantas (DIVYA; PUTHUSSERI;
NEELWARNE, 2014), pode-se esperar um aumento de antocianinas, que atuam na
absorcao da radiagdo em excesso e regulam o sistema antioxidante nas células,
eliminando varias espécies reativas de oxigénio formadas continuamente durante a
foto-oxidacdo (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

5.3.1.2 Agucares, proteinas e aminoacidos soluveis totais

A acédo elicitora do AS exerce efeito indireto no aumento da
concentracdo de metabdlitos primarios nas plantas tratadas, ocorrendo um
reparcelamento de carbono na planta, que favorece as vias biossintéticas dos
compostos secundarios (BROECKLING et al., 2005), refletindo diretamente na
produgcao de metabdlicos com maior potencial antioxidante.

Verificaram-se aumentos no teor de agucares soluveis totais (AST) de
48,5 e 17,3%, respectivamente, nas plantas de A. millefolium L. tratadas com AS aos
20, 60 e 100 DAP e aos 100 DAP no primeiro ano de cultivo (2016). No segundo ano
de cultivo (2017), apenas as plantas tratadas aos 100 DAP apresentaram aumento
de 14,2% em comparagédo as plantas controle (Tabela 10).

Ambas as épocas de aplicacdo do AS resultaram em aumentos de 72 e
64% no teor de proteinas soluveis totais (PST), respectivamente, comparadas ao
controle no cultivo de 2016. Ja no cultivo de 2017, houve aumento de 11,6% quando
AS foi aplicado aos 100 DAP (Tabela 10).

A quantidade de acgucares redutores totais (ART) foi maior em ambas
épocas de aplicagdo do AS, aumentando em 15,2 e 17% em comparagdao ao
controle (ano de 2016). Ja no segundo ano de cultivo, a aplicacdo de AS aos 100
DAP resultou em aumento de 3,6% em relagédo ao controle (Tabela 10).

As plantas tratadas com AS aos 100 DAP apresentaram aumento de
134% sobre o teor de aminoacidos soluveis totais (AAST) comparadas as plantas

controle, no ano de 2016. No entanto, no segundo ano de cultivo, plantas tratadas
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com AS em ambas as épocas apresentaram aumentos de 110,4 e 51,7% de AAST,
respectivamente, quando comparadas as plantas controle (Tabela 10).

Tabela 10 - Teores de agucares soluveis totais (AST), proteinas soluveis totais
(PST), agucares redutores totais (ART) e aminoacidos soluveis totais
(AAST) em plantas de Achillea millefolium L. tratadas com 4&cido

salicilico, em fungao da época de aplicagdo e o ano de cultivo.

AST PST
Tratamentos (mg g™ (mg g™
2016 2017 2016 2017
Controle 25,25cA 24 50bA 1,359bB 2,122bA
20,60e 100 DAP 37,50aA 24,80abB 2,343aA 2,113bB
100 DAP 29,62bA 27,06aB 2,235aA 2,369aA
CV (%) 527 5,07
ART AAST
Tratamentos (mg L'1) (umol g'1)
2016 2017 2016 2017
Controle 20,010bA 19,908bA  15,606bA 15,727cA
20,60 e 100 DAP 24416aA 19,781bB 17,727bB  33,090aA
100 DAP 23,733aA 20,619aB  36,515aA 23,854bB
CV (%) 6,49 5,71

Letras mindsculas comparam as épocas de aplicagdo “linhas” e letras mailsculas comparam os anos
de cultivo “colunas”. Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Estudos mostram que a pulverizacdo de AS em folhas de plantas
jovens ou até mesmo em plantas adultas resulta em alteragcbes nos teores de
carboidratos totais, tanto na parte aérea como em Orgdos subterraneos
(KRASAVINA; BURMISTROVA, 2013); especialmente em relagdo aos acgucares
soluveis - sacarose, glicose e frutose (KHAN; BANO; GURMANI, 2012;
GHASEMZADEH; JAAFAR, 2012).

A regulacdo do conteudo de agucares pelo AS ocorre via mudangas
nos padrdes de translocacgao fonte - dreno e provocou um aumento significativo nos
agucares soluveis totais (AMIN; RASHAD; EL-ABAGY, 2007). Barakat (2011) relatou
que a ativagcdo da fotossintese pode ser uma das razbes para o aumento da
produgcao de agucar na presenca de AS. Outra razdo pode ser a ativagao induzida
por AS de enzimas que sintetizam sacarose, por exemplo, sacarose fosfato sintase e
sacarose sintase (DONG; FARRE; THOMASHOW, 2011; GADI; LAXMI, 2012). O
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fluxo de agucares na planta pode ser um sinal de regulagdo metabolica (GIBSON,
2005). Alem disso, os acgucares soluveis também estdo envolvidos no equilibrio de
EROS e em respostas ao estresse oxidativo nas plantas (COUEE et al., 2006).
Resultados encontrados por Gashemzadeh e Jaafar (2012) mostraram que
aplicacdo de AS em plantas de gengibre resultou em aumento no teor de agucares
soluveis totais. Também foram verificados aumentos nos teores de agucares em
plantas milho (Zea mays L.) tratadas com 0,01 mmol L™ de AS (FAHAD; BANO,
2012).

As plantas produzem proteinas em resposta a estresses bioticos e
abioticos, sendo que algumas dessas proteinas sédo induzidas por fitohorménios,
como o acido salicilico (HUSSEIN; BALBAA; GABALLAH, 2007). O efeito de
estimulacao da AS na biossintese de agucares e proteinas soluveis foi associado ao
aumento dos pigmentos fotossintéticos e consequentemente ao aparelho
fotossintético (YILDIRIM; TURAN; GUVENC, 2008). Resultados semelhantes foram
encontrados por Muthulakshmi e Lingakumar (2016), onde plantas de feijao-preto
(Vigna mungo) tratadas com AS apresentaram maior teor de proteinas soluveis
totais em comparagéo as plantas controle. Também foram verificados aumentos no
teor de proteinas em plantas tratada com AS na concentracdo de 200 pg mL
comparado ao controle em plantas de hortelda (KUNDU; HALDER;
BHATTACHARJEE, 2018).

Essa elevacdo dos teores de compostos primarios e secundario da
planta esta relacionada ao aumento da atividade metabdlica, induzida nas plantas
pela agdo hormonal e elicitora do AS. A elevagao dos teores de agucares redutores
esta relacionada a necessidade de acucares simples, disponiveis para manter o
maior metabolismo respiratério (KUHN, 2007). Estes resultados sdo semelhantes ao
de El-Beltagi et al. (2017), onde a aplicacédo de AS em plantas de algod&o resultou
em maior teor de agucares redutores totais.

Como um importante metabdlito primario em plantas, a acumulagao de
aminoacidos proporciona os precursores disponiveis para a sintese de proteinas
(EL-TAYEB, 2005) e metabdlitos secundarios para defesa contra estresse, e alguns
aminoacidos, tais como prolina, servindo como osmorreguladores (RAI, 2002;
BURG; FERRARIS, 2008).

Neste estudo, as analises de crescimento e do perfil metabdlico

primario demonstraram efeitos fisioldgicos positivos da aplicacdo de AS em plantas
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de A. millefolium, sugerindo que este composto pode estar associado a regulagao de
varios processos metabdlicos primarios essenciais, incluindo a fotossintese, a
respiracdo e o metabolismo de aminoacidos. A acumulagao de solutos organicos no
citosol (por exemplo, aminoacidos, agucares soluveis e proteinas) e em organelas
celulares ajuda no ajuste osmatico das plantas. Tais efeitos causados pela aplicagéo
do AS sao encontrados tanto na presenca como na auséncia de estresse
(DUCAIOVA; PETRULOVA; REPCAK, 2013; KAZEMI, 2014; MUTHULAKSHMI;
LINGAKUMAR, 2016).

5.3.1.3 Fatores climaticos

Pode-se observar que no cultivo realizado no ano de 2016 as plantas
apresentaram maiores teores dos metabdlitos primarios avaliados (clorofilas,
agucares, proteinas e aminoacidos). Neste primeiro ano de cultivo a precipitagao
total foi melhor distribuida durante o periodo experimental, ocorrendo um periodo
chuvoso préximo da época de colheita. Estudos mostram que plantas de Tithonia
diversifolia provenientes de colheita realizada durante periodos mais chuvosos
também apresentaram aumentos no nivel de metabalitos primarios, como clorofila,
proteinas e agucares (SAMPAIO; EDRADA-ELBE; da COSTA, 2016), o que
reforca a importancia do ambiente sobre a resposta metabdlica primaria da planta.
Desta forma, os maiores valores verificados em relagdo aos paradmetros de
crescimento das plantas de mil-folhas no ano de 2016 podem ser atribuidos ao
aumento da sintese metabdlica primaria induzida pela aplicacdo de AS,

provavelmente como consequéncia da maior producao de fotoassimilados.

5.3.2 Metabolismo secundario

5.3.2.1 Teor, rendimento e composi¢cao quimica do dleo essencial

O teor de d6leo essencial (TOE) apresentou aumento de 171% em
plantas tratadas com AS aos 100 DAP no primeiro ano de cultivo (2016) e aumentos
de 47 e 150% em ambas as aplicagdes de AS no ano de 2017 (Tabela 11). O
rendimento de 6leo essencial (ROE) apresentou aumento de 263,3% em plantas

tratadas com AS aos 100 DAP no primeiro ano de cultivo (2016) e aumentos de
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104,3 e 148% em ambas as épocas de aplicacdo do AS no ano de 2017, em relagao
ao controle (Tabela 11). Houve interagédo significativa entre os fatores “época de
aplicagao” e “ano de cultivo”, sendo observado um aumento no teor e rendimento de

Oleo essencial das plantas tratadas com AS no ano de 2017.

Tabela 11 — Teor (TOE) e rendimento (ROE) de 6leo essencial em Achillea
millefolium L. tratadas com acido salicilico, em fungcado da época de

aplicagéo (EA) e do ano de cultivo (AC).

TOE ROE
Tratamentos (%) (9 planta'1)
2016 2017 2016 2017
Controle 0,17bB 0,30cA 0,12bB 0,23cA
20,60 e 100 DAP 0,17bB 0,44bA 0,14bB 0,47bA
100 DAP 0,46aB 0,75aA 0,46aB 0,57aA
CV% 17,75 15,37

Letras minusculas comparam as épocas de aplicagao “linhas” e letras mailusculas comparam os anos
de cultivo “colunas”. Letras iguais n&do apresentam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O AS atua em plantas como um elicitor abidtico 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; GHANATI et al., 2014).

Esses resultados positivos quanto ao teor e o rendimento de dleo
essencial sdo devido ao maior crescimento vegetativo estimulado pelo AS, a maior
quantidade de glandulas de 6leo e ao teor de carboidratos; destacando-se também o
efeito benéfico do AS sobre atividades metabdlicas e enzimas responsaveis pela
biossintese de mono e sesquiterpenos (ROWSHAN; KHOI; JAVIDNIA, 2010).
Resultados semelhantes de aumentos no teor e rendimento de 6leo essencial em
resposta a aplicagdo da AS foram relatados em plantas de mil-folhas (GORNI;
PACHECO, 2016), funcho (HASHIMI et al., 2012; GORNI et al. 2017), manjericao e
manjerona (GHARIB, 2007), hortela (SAHARKHIZ; GOUDARZI, 2014) e salvia
(ROWSHAN; KHOI; JAVIDNIA, 2010).

Os compostos presentes no oleo essencial das folhas de A. millefolium
sao apresentados na Tabela 12. Foram identificados 29 compostos no tratamento

controle, 27 compostos no tratamento T2 (aplicagdo de AS aos 20, 60 e 100 DAP) e
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28 compostos no tratamento T3 (aplicacdo de AS aos 100 DAP) para o primeiro ano
de cultivo (2016). No segundo ano de cultivo foram identidicados 32 compostos no
tratamento controle, 26 compostos no tratamento T2 e 32 compostos no tratamento
T3.

Os compostos majoritarios identificados nos tratamentos do primeiro
ano de cultivo foram: Camazuleno, Terpinen-4-ol, Sabineno, Oxido de cariofileno,
Mint oxide e y-Terpineno (Controle); Camazuleno, Terpinen-4-ol, Cariofileno,
Eucaliptol, Borneol, Oxido de cariofileno, Sabineno, Mint oxide e y-Terpineno (T2) e
Camazuleno, Cariofileno, Terpinen-4-ol, Borneol, Oxido de cariofileno, Sabineno,
Eucaliptol, Mint oxide e y-Terpineno (T3). No segundo ano de cultivo os compostos
majoritarios foram: Germacreno D, Camazuleno, a-Farneseno, Cariofileno e
Eucaliptol (Controle); Germacreno D, Camazuleno, a-Farneseno, Sabineno e
Cariofileno (T2) e Germacreno D, Camazuleno, Sabineno, a-Farneseno, Cariofileno
e Eucaliptol (T3).

O Camazuleno (29,03% - 35,45%) foi o principal composto presente
em todos os tratamentos no primeiro ano de cultivo (2016), apresentando um
aumento na porcentagem deste composto quando as plantas foram tratadas com AS
aos 100 DAP. O y-Terpineno (3,30% - 3,60%) e Terpinen-4-ol (6,72% - 7,89%)
aumentaram quando o AS foi aplicado aos 20, 60 e 100 DAP. O Germagreno D
(0,27%), apresentou pico, apenas no tratamento 100 DAP. Entretanto, o Cariofileno,
Eucaliptol, Sabineno e o Borneol foram afetados negativamente pela aplicagao de
AS, ocorrendo uma diminuicdo na porcentagem destes componentes. Ja no
segundo ano de cultivo (2017), os constituintes mais expressivos foram:
Camazuleno (6,25% - 10,54%), Cariofileno (3,37% - 3,55%) e o Borneol (1,56% -
1,70%), apresentando aumentos quando o AS aplicado aos 100 DAP. Porém, os
compostos Germacreno D, Sabineno, Eucaliptol, Terpinen-4-ol e y-Terpineno,
diminuiram com a aplicagado do AS. Os picos relacionados ao indice de retencédo dos
componentes do 6leo essencial majoritarios, estao identificados na Figura 6.

Os componentes do 6leo essencial identificados neste estudo foram
muito semelhantes aos relatados por Rowshan e Bahmanzadegan (2013), Tadi¢ et
al. (2017) e Mohammadhosseini, Sarker e Akbarzadeh (2017) para A. millefolium.
Estudos mostram que a espécie A. millefolium aumenta continuamente o
componente a-pineno do estagio vegetativo até o brotamento, enquanto os niveis de

B-pineno, 1,8-cineol, borneol e B-cariofileno diminuem nas fases iniciais até o inicio
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do florescimento, apos esta fase os componentes voltam a aumentar (ROWSHAN;
BAHMANZADEGAN, 2013). O camazuleno € o constituinte responsavel pela
coloragao azul do 6leo essencial de A. millefolium (NADIM et al., 2011; EDREVA et
al., 2017) e foi o que apresentou maior porcentagem entre os constituintes
identificados (Tabela 12). A maioria destes compostos apresentam um interesse
especial por causa de suas amplas aplicagdes industriais e devido aos seus efeitos
na saude animal e humana (SILVA et al. 2010). Entretanto, resultados encontrados
por Rowshan e Bahmanzadegan (2013), mostram que as concentra¢des de 200 e
400 mg L' de AS apresentaram redugdes nos compostos identificados do 6leo
essencial de A. millefolium, apresentando aumentos apenas para o Borneol. Sarrou
et al. (2016), relataram que a aplicagao dos elicitores: melatonina, acido giberélico e
AS, apresentaram aumentos na concentracdo de 6leo essencial em laranja,

apresentando aumentos nos constituintes Limonene e Linalool.
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Tabela 12 — Cromatografia (GC/MS) do éleo essencial de Achillea millefolium L.
tratadas com acido salicilico, em funcdo da época de aplicagcado e do

ano de cultivo.

Picos Area %
Componentes R Controle 20,60 e 100 DAP 100 DAP
2016 2017 2016 2017 2016 2017

Hidrocarbonetos Monoterpenos

1 a-Pineno 897 0,14 0,32 - 0,21 0,12 0,20
2 Canfeno 902 0,18 0,19 - - 0,15 0,17
3 Sabineno 943 6,02 6,17 3,94 3,63 4,84 5,76
4 B-Pineno 948 0,34 0,05 0,27 0,22 0,30 -
5 B-Mirceno 964 0,64 0,44 0,54 0,24 0,45 0,40
6 (+)-4-Careno 969 1,20 0,41 1,31 - 0,82 0,32
7 p-Cimeno 998 1,65 - 1,50 - 1,18 -
8 y -Terpineno 1023 3,30 0,91 3,60 0,69 2,27 0,80
9 o-Cimeno 1042 - 0,46 - 0,29 - 0,46
10 Isoterpinoleno 1042 0,91 0,15 0,80 - - 0,15
Monoterpenos Oxigenados
11 a-Thujeno 873 0,26 0,25 - 0,17 0,17 0,17
12 Eucaliptol 969 6,60 2,79 6,05 1,84 4,60 2,66
13 p -menth-2-en-1-ol 1059 0,36 - 0,34 - 0,19 -
14 Borneol 1137 5,24 1,56 5,08 1,44 5,09 1,70
15 Terpinen-4-ol 1138 6,72 1,60 7,89 1,02 514 1,11
16 L-a-Terpineol 1138 1,63 0,41 1,70 0,33 1,41 0,40
Hidrocarbonetos Sesquiterpenos
17 B-Copaeno 1216 - 0,36 - 0,34 - 0,31
18 a-Copaeno 1266 0,32 0,45 0,31 0,48 0,32 0,55
19 Cariofileno 1277 6,93 3,37 6,92 3,16 6,73 3,55
20 Humuleno 1281 0,91 0,55 0,92 0,55 0,80 0,58
21 Oxido de cariofileno 1435 4,77 0,56 4,77 1,01 5,02 1,06
22 y -Muurolene 1435 - 0,44 - 0,53 - 0,47
23 (E)-B-Farneseno 1440 - 0,51 - 0,38 - 0,45
24 a-Muurolene 1440 - 0,40 - 0,40 - 0,38
25 a-Farneseno 1458 - 3,53 - 4,03 - 4,15
26 Germacreno D 1515 - 54,25 - 4593 0,27 4354
Sesquiterpenos Oxigenados
27 Espatulenol 1431 0,80 - 0,77 1,47 0,87 1,55
28 Salvial-4(14)-en-1-one 1435 1,08 0,69 1,10 0,87 1,17 0,86
29 ento-Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1p-ol 1437 0,36 1,24 0,53 1,74 0,69 2,04
30 Aromadendrene oxide-(2) 1462 - - 0,34 - - 0,56
31 Ylangenal 1536 0,49 - 0,46 - 0,58 0,22
Outros
32 5-Hepten-2-one, 6-methyl- 938 - 0,40 - - - 0,29
33 1-Octeno-3-ol 958 0,32 0,14 0,31 - 0,21 -
34 1-Nonen-3-ol 1013 0,27 0,07 0,25 - - -
35 Acetato de Bornyl 1143 0,47 0,10 0,45 - 0,35 -
36 Mint oxide 1386 3,47 0,25 3,66 0,80 3,53 0,70
37 Camazuleno 1530 29,03 6,25 28,11 8,08 3545 10,54
38 Fitol 2045 0,39 - 0,30 - 0,60 0,28
Identificagao total (%) 84,80 89,27 8222 7985 8332 86,38
Grupos de compostos (%)
Hidrocarbonetos Monoterpenos 14,38 9,10 11,96 5,28 10,13 8,26
Monoterpenos Oxigenados 20,81 6,61 21,06 4,80 16,60 6,04
Hidrocarbonetos Sesquiterpenos 1293 6442 1292 56,81 13,14 55,04
Sesquiterpenos Oxigenados 2,73 1,93 3,20 4,08 3,31 5,23
Outros 3395 7,21 33,08 8,88 40,14 1181

IR — indice de retencao.
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Figura 5 — Perfil cromatografico do 6leo essencial de Achillea millefolium L. tratadas

com acido salicilico.
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5.3.2.2 Analise dos componentes principais (PCA)

Na Figura 6, podem ser observados os resultados da analise dos
componentes principais (PCA) do perfil quimico de substancias volateis de plantas
de A. millefolium tratadas com AS nos dois anos de cultivo. Os componentes do dleo
essencial de mil-folhas s&o representados por dois eixos, 0os quais apresentam
99,63% da variancia total acumulada (Fator 1: 55,45%; Fator 2: 44,18%). Observa-
se que os componentes Camazuleno e Germacreno D apresentam um padrao de
resposta ao AS diferente de todos os demais componentes do 6leo essencial. De
fato, esses sdo os componentes que apresentam maior area (%) de acordo com a
Tabela 12. Porém, estes dois componentes ndo se agrupam, ou seja, nao
respondem de forma similar a elicitacdo com AS. O Camazuleno foi 0 componente
predominante e presente em todos os tratamentos, apresentando aumentos de
22,11% no tratamento 100 DAP para o ano de 2016 e 29,28 e 68,64% em ambos 0s
tratamentos com AS para o ano de 2017. Tais aumentos representaram 44,18% da
varidncia observada nos componentes do 6leo essencial. JA a quantidade de
Germacreno D apresentou queda de 18,12 e 24,6% nas plantas tratadas com AS
(T2 e T3 respectivamente), no segundo ano de cultivo, respondendo por 55,45% da
variancia observada na qualidade do 6leo em resposta ao AS.

Figura 6 - Componentes principais obtidos por meio da composi¢céo quimica do 6leo
essencial de plantas de Achillea millefolium L. tratadas com acido
salicilico, em fung¢ao da época de aplicacado e do ano de cultivo.
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A analise hierarquica foi aplicada para entender a variabilidade quimica
do o6leo essencial de plantas de A. millefolium tratadas com AS. Obteve-se um
dendrograma (Ward,s) que agrupou os dados em quatro grupos principais
classificados pelos tratamentos com AS. O primeiro cluster € formado pelo Controle
e o tratamento T2 (AS aplicado aos 20, 60 e 100 DAP), para o ano de 2016. O
segundo cluster incluiu apenas o tratamento T3 (AS aplicado aos 100 DAP). O
terceiro cluster foi formado apenas pelo Controle e o quarto cluster incluiu os

tratamentos T2 e T3, para o ano de 2017 (Figura 7).

Figura 7 - Dendrograma (Ward,s) obtidos por meio da composi¢ao quimica do éleo
essencial de Achillea millefolium L. tratadas com acido salicilico, em
funcéo da época de aplicagao e do ano de cultivo.
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Nas Figuras 8 e 9, podem ser observados os resultados das classes
quimicas do o6leo essencial de plantas de A. millefolium tratadas com AS nos dois
anos de cultivo. Os componentes do 6leo essencial de mil-folhas sao representados
por dois eixos, os quais apresentam 99,07% da variancia total acumulada. Tais
aumentos representaram 54,31% da variancia observada nos componentes do 6leo
essencial para os grupos: Outros (ano de 2016) e Hidrocarbonetos Sesquiterpenos
(ano de 2017) e o0 44,76% da variancia observado foi devida para os demais grupos
quimicos identificados. O grupo de Sesquiterpenos Oxigenados apresentou resposta
diferente em relagdo aos demais grupos, o que esta em concordancia com o0s

menores valores de area (%) observados na Tabela 12.
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Figura 8 - Componentes principais obtidos por meio das classes quimicas do oleo
essencial de Achillea millefolium L. tratadas com acido salicilico, em
funcéo da época de aplicagao e do ano de cultivo.
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5.3.2.3 Teores de polifendis totais, flavonoides totais e cromatografia do extrato

hidroalcodlico

Houve interagao significativa entre os fatores “época de aplicagao” e
“ano de cultivo” em relacédo aos teores de polifendis e flavondides totais das plantas
de A. millefolium tratadas com AS (Tabela 13).

A aplicagao exdégena de AS em ambas as épocas de aplicagao resultou
em aumentos na acumulagdo de polifendis totais. Plantas tratadas com AS
apresentaram aumentos nos polifendis totais presentes nas folhas em 8 e 2% (ano
de 2016) e 18,5 e 555% (ano de 2017) para os tratamentos T2 e T3
respectivamente, em relagao as plantas controle (T1) (Tabela 13).

Os teores de flavonoides totais em folhas de A. millefolium foram 66 e
108% maiores em ambas as aplicagdes de AS em relagdo as plantas controle no
primeiro ano de cultivo. Ja no segundo ano de cultivo, plantas tratadas com AS
apresentaram aumentos de 69,2% nos teores de flavondides quando AS foi aplicado
aos 100 DAP, comparado ao controle (Tabela 13). Na comparagao entre os anos de
cultivo, observou-se que os teores de polifendis e flavonoides totais foram maiores
no ano de 2016.

Estes resultados corroboram com aqueles encontrados por Sarrou et
al. (2015), onde plantas de laranja-azeda tratadas com 1,0 mmol L' de AS
apresentaram aumentos de 46,5% nos teores de compostos fendlicos em
comparagao ao controle. Pérez et al. (2014) relatam que plantas de hortela tratadas
com AS, apresentaram um aumento no teor de polifendis total de 65%, 35% e 31%
para as concentracées de 0,5; 1,0 e 2,0 mmol L respectivamente. Bagherifard et
al. (2015) relataram que plantas de alcachofra tratadas com AS, apresentaram
aumentos significativos nos teores de flavondides. Pacheco et al. (2013) observaram
aumentos no teor de flavondides totais em plantas de caléndula em resposta a

aplicacdo de 1,0 mmol L' de AS.
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Tabela 13 — Teores de polifendis totais e flavondides totais do extrato hidroalcodlico
de plantas Achillea millefolium L. tratadas com acido salicilico, em

funcao da época de aplicagao e do ano de cultivo.

Polifenéis totais Flavonodides totais
Tratamentos (g mL'1) (g mL'1)
2016 2017 2016 2017
Controle 144,29cA  79,28cB 131,45cA  130,80bA
20,60 e 100 DAP 155,12aA 93,92bB 218,21bA 151,70bB
100 DAP 146,94bA 123,26aB  272,87aA 221,28aB
CV (%) 1,09 7,74

Letras mindsculas comparam as épocas de aplicagdo “linhas” e letras mailsculas comparam os anos
de cultivo “colunas”. Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A mais importante fungdo biolégica dos compostos fendlicos com
significado estrutural € a atividade antioxidante. Os antioxidantes sdo substancias
quimicas presentes em concentragdes baixas, em comparagcdo aos metabolitos
primarios, tais como proteinas, lipidios e hidratos de carbono; capazes de retardar
ou evitar a oxidagao dos substratos (SOUSA et al., 2007). Compostos fendlicos ou
polifendis podem atuar como antioxidantes por remogédo do oxigénio singleto e
outros radicais livres nas células (SHAHIDI; AMBIGAIPALAM, 2015). As
propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos sao devidas principalmente a
sua capacidade de doar hidrogénio de grupos hidroxila posicionados ao longo do
anel aromatico, de modo a evitar a oxidagao de lipidios e outras biomoléculas por
radicais livres (FOTI et al.,, 1994). Os compostos fendlicos exercem diferentes
funcdes fisioldgicas relacionadas a sobrevivéncia dos vegetais e tém uma
importancia fundamental na adaptacdo das plantas as alteragdes ambientais
impostas (VERMA; SHUKLA, 2015).

Plantas de Achillea millefolium L. apresentam boa capacidade de
eliminagcdo de radicais livres e, portanto, podem ser utilizadas como um inibidor
natural de radicais livres, possivelmente atuando como um antioxidante primario
(GEORGIEVA et al., 2015). Desta maneira, pelos resultados deste estudo é possivel
afirmar que a aplicagao foliar de AS nesta espécie medicinal potencializa a sua
atividade antioxidante. Esse efeito pode ser atribuido ao aumento de compostos
fendlicos nas plantas tratadas com AS, desde que existe uma correlacdo positiva

entre teor de compostos fendlicos e aumento da atividade antioxidante (DONG;
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WAN; LIANG, 2010; PEREZ et al., 2014; RODRIGUES-BRANDAO et al., 2014). Os
fendis sao considerados os principais compostos antioxidantes na planta. Entretanto,
outros compostos também podem atuar como sequestradores de radicais livres,
contribuindo para a estabilizagdo do estresse oxidativo, tais como agucares (como
mostram os resultados da Tabela 10), betacianinas (RODRIGUES-BRANDAO et al.,
2014) e terpenos como carotenoides e tocoferol (JANDA et al., 2014).

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma das técnicas mais
utilizadas para a separagao e identificacdo de compostos presentes em extratos
vegetais, afim de caracterizar os compostos constituintes via comparagdo com os
padrées analisados (VALENTE et al., 2006). O fracionamento de um extrato vegetal
€ realizado a fim de extrair seletivamente os compostos de igual polaridade por meio
da partigdo por solventes organicos de polaridade crescente ou particao acido-base
(através de um solvente que reaja quimicamente com o composto) (SIMOES et al.,
2007). A eluicdo cromatografica e os calculos dos referidos valores de Rf indicaram
a presenca de compostos polifenélicos nas diferentes fragdes, nas plantas cultivadas
em 2016 (Figura 6A), onde alguns destes valores foram semelhantes aos
encontrado para os padrdes rutina (0,63, 0,27 e 0,15), quercetina (0,93, 0,86 e 0,73),
acido galico (0,22) e acido ferulico (0,82). No cultivo de 2017 (Figura 6B) alguns dos
valores de Rf também foram semelhantes aos encontrados para os padrdes rutina
(0,64, 0,18 e 0,13), quercetina (0,90, 0,81 e 0,68), acido galico (0,20) e acido ferulico
(0,77).

Estudos mostram que os grupos mais importantes de principios
farmacologicamente ativos presentes em A. millefolium sao os flavondides luteolina,
apigenina, luteolina-7-O-glucosido, apigenina-7-O-glucdsido e rutina, entre outros;
como também acidos fenolcarbdnicos (por exemplo, acido clorogénico)
(APPLEQUIST; MOERMAN, 2011; VILLANUEVA BERMEJO et al. 2017). O acido
galico, derivado do acido hidroxibenzdico, possui atividade antioxidante relacionada
com a posi¢cao dos grupos hidroxilas e com a proximidade do grupo —CO:2H em
relagdo ao grupo fenil. Quanto mais préximo esse grupo estiver do grupo fenil, maior
sera a capacidade antioxidante do grupo hidroxila na posicdo meta (MAMEDE;
PASTORE, 2004).



77

Figura 10 - Cromatograma do fracionamento do extrato hidroalcodlico (T3) de A.
millefolium L. cultivadas em 2016 (A) e 2017 (B). Padrdes: rutina,
quercetina, Acido Galico e Acido Fertlico, em sistema eluente
Cloroférmio-metanol-agua  (75:23:2).  Identificacdo das  zonas

cromatograficas com seus respectivos valores de Rf (cm).
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Os flavondides estdo entre os metabdlitos secundarios mais bioativos
nas plantas com propriedades fotoprotetoras (MARKHAN et al., 1998), sendo a
luteolina e a apigenina os flavondides maijoritarios encontrados nas flores e folhas de
mil-folhas (ALl; GOPALAKRISHNAN; VENKATESALU, 2017).

Foi realizado o LC/MS dos extratos brutos de A. millefolium
comparando-se as plantas controle (T1) com aquelas que receberam a aplicagao do
AS aos 100 DAP (T3) (pois neste tratamento houve maior atividade antioxidante do
extrato vegetal, em ambos os anos). Os compostos fendlicos com possiveis
atribuicbes sdo apresentados na Tabela 14. Foram identificados 21 compostos ao
todo em ambos os tratamentos. Houve aumento na porcentagem de 17 compostos
no primeiro ano de cultivo (2016) e 8 compostos no segundo ano de cultivo (2017)
para o tratamento T3 (aplicagdo de AS aos 100 DAP), comparado aos compostos
identificados no tratamento T1 (controle).

Os compostos majoritarios encontrados foram: acido quinico, acido 4-
O-cafeoilquinico, acido 5-O-cafeoilquinico, rutina, acido 3,4-O-dicafeniolquinico,
acido cis-3,5-O-dicafeniolquinico e acido 4,5-O-dicafeniolquinico. Entretanto, a
aplicacdo de AS aumentou todos os compostos majoritarios no primeiro ano de
cultivo (2016), ja no segundo ano de cultivo (2017), houve aumentos apenas dos
compostos: acido quinico, rutina e acido 4,5-O-dicafeniolquinico. Os picos
relacionados ao indice de retengao dos compostos fendlicos, estdo identificados na
Figura 7.

Embora os compostos majoritarios sejam os mesmos nas plantas
controle e nas plantas tratadas com AS, a ocorréncia de uma maior atividade
antioxidante (verificada com base em diferentes testes) nas plantas elicitadas,
revelam que a aplicagdo de AS resultou em maiores porcentagens dos compostos
bioativos no primeiro ano de cultivo. Podendo, desta forma, correlacionar essas
maiores concentragdes de compostos bioativos identificados aos maiores teores de

polifendis e flavonoides (Tabela 12) e a atividade antioxidante (Tabela 17).
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Tabela 14 — Analise de compostos fendlicos e flavondides por LC/MS em plantas de

Achillea millefolium L. tratadas com acido salicilico.

Area (%)
T, lonMolecular 2016 2017
Pico (min) [M-HI (m/z) Possiveis atribuicbes MS? (m/z) T1 T3 T1 T3
1 0,8 191 Acido quinico 173,127,111, 93,85 9,95 52,33 21,09 34,64
2 08 341 Acido cafeico 179 1,81 4,38 0,59 1,40
3 29 353 Acido 3-0-cafeoilquinico 191,179,173,135 9,70 10,40 6,48 4,38
4 29 447 Luteolina 6-C -glucosideo 357, 327,297,285 3,63 3,21 2,89 3,18
5 4.1 353 Acido 4-0O-cafeoilquinico 191,179,173, 135 53,37 64,03 58,26 40,77
6 44 353 Acido 5-O-cafeoilquinico 191,179,173,135 5340 64,07 5855 40,66
7 51 353 Acido 6-O-cafeoilquinico 191,179,173,135 1,77 1,93 2,57 1,93
8 51 353 Acido clorogénico 191 1,69 1,81 3,37 1,37
9 55 431 Apigenina 7-O-glucosideo 269 0,73 1,22 2,07 1,44
10 55 337 Acido p -coumaroil-quinico 191 1,67 1,37 139 164
11 6,1 367 Acido feruloil-quinico 193,191,173 2,43 3,13 4,19 3,35
12 64 431 Apigenina 8-O-glucosideo 269 0,73 1,65 0,66 0,81
13 6,9 595 Quercetina O -pentosil-hexosideo 301 4,56 8,14 1,56 3,03
14 74 609 Rutina 301 43,02 5228 2163 38,91
15 7,6 463 Quercetina O-hexosideo 301 3,59 3,59 1,36 1,33
16 8,1 515 Acido 3,4-O-dicafeoilquinico 353, 335, 299, 255, 203, 191, 179,173, 161,135 24,80 41,94 20,08 13,94
17 83 593 Luteolina 7-O-rutinose 285,253, 179, 151 1,91 3,84 5,25 3,22
18 85 537 Amentoflavona 375 2,08 2,28 3,89 1,05
19 85 515 Acido cis 3,5-O-dicafeoilquinico 353, 335,191, 179, 173, 161, 135 21,45 30,02 2824 2232
20 9,0 515 Acido 4,5-O-dicafeoilquinico 353, 335, 299, 255, 203, 191, 179, 173,161,135 82,34 76,91 77,98 89,31
21 112 579 Kaempferol O -pentosil-hexosideo 417, 285 0,59 0,67 1,24 0,76

T, — Tempo de retencéo; MS? - fragmentacéo.
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Figura 11 — Cromatografia (LC/MS) caracteristico dos extratos de Achillea millefolium

L. tratadas com acido salicilico.
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5.3.2.4 Atividade enzimatica

Estudos relatam que plantas tratadas com AS apresentam respostas
de defesa estimuladas, incluindo a acumulacdo de produtos da rota dos
fenilpropandides (RIVAS-SAN VICENTE; PLASENCIA, 2011), na qual as duas
enzimas chave s&o a fenilalanina amoénia-liase (PAL) e chalcona sintase (CHS).

Houve efeito significativo isolado dos fatores “época de aplicagéo” e
“ano de cultivo” com relagéo a atividade da enzima PAL (Tabela 15) As plantas de
mil-folhas tratadas com AS em ambas as épocas de aplicagdo apresentaram
aumentos de 29,3 e 31,9% na atividade da PAL, respectivamente, comparada com a

atividade enzimatica das plantas controle.

Tabela 15 - Atividade enzimatica da fenilalanina amoénia-liase (PAL) em plantas de
Achillea millefolium L. tratadas com acido salicilico, em fungdo da

época de aplicacido e ano de cultivo.

PAL
Tratamentos A
(kats™ mg " prot)
Controle 10,49b
20,60 e 100 DAP 13,00a
100 DAP 13,67a**
CV (%) 8,42
2016 13,04a**
2017 11,72b

Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

Ja em relacdo a atividade da enzima CHS, houve interag&o significativa
entre os fatores “época de aplicagdo” e “ano de cultivo” (Tabela 16). A atividade da
CHS também foi maior em plantas tratadas com AS em ambos os anos de cultivo,
resultando em aumentos de 17 e 42,2% para as duas épocas de aplicagdo do AS
(ano de 2016) e 24,8 e 31,2% (ano de 2017), respectivamente, comparadas com as
plantas controle. Na comparagao entre os anos de cultivo, observou-se um aumento
na atividade da CHS no ano de 2016.
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Tabela 16 - Atividade enzimatica da chalcona sintase (CHS) em plantas de Achillea
millefolium L. tratadas com acido salicilico, em funcdo da época de

aplicacéo e ano de cultivo.

CHS
Tratamentos (nkat s mg'1 prot)
2016 2017
Controle 131,83cA 109,50cB
20,60 e 100 DAP 154,38bA 136,70bB
100 DAP 187,41aA 143,68aB
CV (%) 1,62

Letras mindsculas comparam as épocas de aplicagdo “linhas” e letras mailsculas comparam os anos
de cultivo “colunas”. Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Estes resultados demonstram que como um elicitor, o AS regula a
atividade da enzima PAL, a qual catalisa reagdes biossintéticas para formar
compostos defensivos (IBRAHIM et al., 2011). O aumento da atividade da PAL
sugere incrementos nos teores de compostos fendlicos (Tabela 13), ja que esta é
uma enzima chave para a principal rota de sintese dos mesmos, denominada rota
do acido chiquimico (MAZARO et al., 2015). O presente estudo mostrou que a
aplicacédo de AS também aumentou a atividade da CHS, devido ao aumento da
atividade da PAL, visto que estas duas enzimas atuam em sequéncia. A chalcona
sintase é considerada uma enzima chave por ser a primeira enzima a direcionar o
metabolismo de fenilpropandides em diregao a sintese de flavondides (SAITO et al.,
2013). Portanto, os aumentos na produc¢ao de antocianinas (Tabela 9) e flavondides
totais (Tabela 13) no presente trabalho podem ser atribuidos ao aumento da
atividade da enzima chalcona sintase em resposta a aplicacado de AS.

Resultados semelhantes foram encontrados por Dong, Wan e Liang
(2010), onde plantas de salvia tratadas com AS apresentaram maior acumulo de
acidos fendlicos e maior atividade enzimatica da PAL. Gondor et al. (2016) também
verificaram aumentos na atividade da PAL em resposta a aplicacdo da AS em
plantas de trigo. No entanto, muito pouco & conhecido ou compreendido sobre o
papel que o AS desempenha na regulagéo da atividade da PAL (CHEN et al., 2006)
e sobre as relagdes entre AS, PAL e a biossintese dos compostos fendlicos (DONG;
WAN; LIANG, 2010). Aumentos na atividade da enzima CHS em plantas de gengibre
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(GHASEMZADEH; JAAFAR; KARIMI, 2012) e Centella asiatica (IBRAHIM; OMAR,;
ZAIN, 2017) também foram verificados em respostas a aplicagéo de AS.

5.3.2.5 Atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico

A capacidade antioxidante € relacionada a presenca de compostos
capazes de proteger um sistema bioldgico contra os efeitos danosos do estresse
oxidativo (PEREZ et al., 2014). Um dos métodos mais usados para verificar a
capacidade antioxidante é a atividade sequestradora do radical livre sintético 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), sendo expresso pela concentragao inibitéria (Clsp),
que representa a quantidade de substancia antioxidante necessaria para reduzir em
50% a concentracgao inicial de DPPH.

As plantas de A. millefolium tratadas com AS aos 100 DAP
apresentaram redugdes significativas nos valores de Clsp (19,5 e 34,4%,
respectivamente, para os anos de 2016 e 2017) em relagdo as plantas controle
(Tabela 17). Os menores valores de Clsp sdo uma indicativa da alta atividade
antioxidante da planta (ARBOS et al., 2010). Tajik, Zarinkamar e Niknam (2015)
mostraram que aplicagdo de 1,0 mmol L™ de AS foi o tratamento mais efetivo no
aumento da atividade antioxidante dos estigmas de acafrao (Crocus sativus)
relacionada a maior concentracdo de crocina, um carotendide unico, com poderosa
capacidade antioxidante, que distingue a cor amarela brilhante dos estigmas.
Resultados semelhantes foram encontrados em plantas de tomilho (PEREZ-
TORTOSA et al., 2012), funcho (GORNI et al., 2017) e gengibre (GHASEMZADEH
et al. 2012) tratadas com AS apresentaram efeitos positivos na atividade
antioxidante (menores valores de ICs), detectados pelos métodos DPPH.

Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes
formas de atuagdo nos organismos vivos (ALVES et al., 2010) e a natureza de
antioxidantes celular, torna-se necessario a utilizacdo de outros métodos
complementares para avaliar a atividade antioxidante das plantas. As substancias
antioxidantes podem apresentar diferentes propriedades protetivas e agir em

diversas etapas do processo oxidativo, atuando por diferentes mecanismos (SILVA
et al., 2010). O DPPH é o método padrdo mais utilizado no mundo todo para essa

finalidade. Porém, o DPPH é um radical sintético, ndo presente nos seres vivos.

Desta maneira, sao realizados outros testes in vitro para a avaliacdo da atividade
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antioxidante, tais como os métodos TBARS (baseado na atividade antioxidante via
agao enzimatica para reducao da peroxidacgao lipidica), FRAP (baseado na atividade
antioxidante via redutor férrico e capacidade de quelagdo do ion ferro) e do éxido
nitrico - NO (baseado na atividade antioxidante via acdo de sequestro de radical
livre).

A analise da lipoperoxidacao pelo método TBARS (substancias reativas
ao acido tiobarbiturico) tem sido utilizada em estudos de estresse oxidativo em
plantas, sendo um indicador da formagao de EROS (SRIVASTAVA et al., 2005). O
estresse oxidativo causa danos peroxidativos nos lipidios das membranas celulares,
aumentando a producdo de TBARS. Nas plantas tratadas com AS em ambas as
épocas de aplicagao houve aumentos das porcentagens de TBARS (11 e 10,4%
respectivamente para os tratamentos T2 e T3) no ano de 2016. Em 2017, apenas as
plantas tratadas com AS aos 20, 60 e 100 DAP apresentaram maior porcentagem de
TBARS (2,2%), em comparagado ao controle (Tabela 17). Tal resultado pode ser
explicado pelo fato de que a aplicacdo de AS em concentracbes molares pode
causar estresse oxidativo em plantas, produzindo EROS (HORVATH et al., 2007;
GORNI; PACHECO, 2016). Resultados semelhantes encontrado por Pérez et al.
(2014), mostraram que plantas de menta (Mentha piperita) tratadas com AS
apresentaram efeitos positivos na atividade antioxidante TBARS.

O poder antioxidante determinado via método FRAP se baseia na
habilidade de um composto em produzir Fe** a partir de Fe** (VASCONCELOS et
al., 2007). O extrato foliar das plantas tratadas com AS aos 100 DAP (ano de 2016)
apresentou maior capacidade antioxidante via FRAP (2,25 e 9%). No segundo ano
de cultivo, houve aumentos de 61 e 18% na atividade antioxidante, em ambas as
épocas de aplicagdo do AS, em comparagao ao extrato das plantas controle (Tabela
17). Resultados semelhantes foram observados em plantas de gengibre
(GHASEMZADEH et al., 2012) e em plantas de laranja-azeda (SARROU et al., 2015)
e morango (KUNDU et al., 2018), as quais quando tratadas com AS apresentaram
maior atividade antioxidante detectadas pelo método FRAP.

A avaliacdo da atividade antioxidante das plantas de mil-folhas por
meio da agdo de substancias sequestradoras do radical oxido nitrico (NO) também
foi testada pela sua capacidade de remogao do nitrato pelo método de Griess. Os
resultados obtidos no primeiro ano de cultivo demonstram que o extrato das plantas

tratadas com AS em ambas as épocas de aplicacdo foi capaz de sequestrar o NO



85

com consequente aumento do conteudo de nitrito formado (aumentos de 31,3 e 18%
respectivamente). Ja no segundo ano de cultivo, somente as plantas tratadas aos
20, 60 e 100 DAP apresentaram maior atividade antioxidante (119,3%) em relacao
as plantas controle (Tabela 17). Resultados semelhantes foram obtidos por Pérez et
al. (2014), onde a aplicagdo de AS em plantas de menta resultou em aumento de
30% no sequestro de NO. Também Manivannan et al. (2016), ao avaliarem o
sequestro do radical NO em plantas de Scrophularia kakudensis tratadas com MedJa

e AS, verificaram maior atividade antioxidante.

Tabela 17 — Atividade antioxidante determinada pelos métodos DPPH, TBARS,
FRAP e NO do extrato hidroalcodlico de plantas de Achillea
millefolium L. tratadas com acido salicilico, em fungdo da época de

aplicagao e ano de cultivo.

Atividade antioxidante

DPPH TBARS
Tratamentos (Clsp) (%)
2016 2017 2016 2017
Controle 933,65a 618,18a 81,79b 85,58b
20,60 e 100 DAP  994,83a 638,28a 90,71a** 87,45a*
100 DAP 751,83b**  405,39b** 90,25a 86,68ab
CV (%) 443 2,54 0,68 0,84
FRAP NO
Tratamentos (umol Fe?* mg™) (UM nitrite mL™)
2016 2017 2016 2017
Controle 0,89c 0,95¢c 14,37¢c 22,25b
20,60 e 100 DAP 0,91b 1,53a** 18,87a**  48,79a**
100 DAP 0,97a** 1,12b 16,94b 25,98b
CV (%) 0,56 4,55 1,10 8,64

** e *: significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

5.3.2.6 Fatores climaticos

Os conteudos fitoquimicos podem variar devido as condigcbes
climaticas (KUMAR et al., 2017). A interagdo quimica entre as plantas e o0 meio
ambiente € mediada, principalmente, pela biossintese de metabdlitos secundarios,

0os quais desempenham papéis biolégicos como resposta adaptativa ao meio
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ambiente (VERMA; SHUKLA, 2015; ALI; GOPALAKRISHNAN; VENKATESALU,
2017).

Os resultados desta pesquisa mostram que no ano de 2017, as plantas
de mil-folhas apresentaram um maior teor e rendimento de 6leo essencial. A
biossintese dos 6leos essenciais € influenciada pelos fatores climaticos, tais como
fotoperiodo, temperatura, umidade, precipitacdo e intensidade de radiacdo solar.
Estes fatores abidticos podem determinar a época ideal de colheita ou o local de
cultivo mais adequado, visando a obtencdo de maiores quantidades de odleo
essencial e do principio ativo de interesse. A época de colheita também influencia a
composicao do 6leo essencial de plantas aromaticas (SILVA et al., 2016).

Os fatores climaticos prevalecentes entre os dois anos de cultivo
apresentaram variacdes, sendo que no ano de 2016 a precipitagao foi concentrada
nos meses de maio e junho, ocorrendo uma longa estiagem subsequente para
novamente ocorrerem picos de chuva (53 mm) dias antes da colheita, promovendo
aumentos nos teores de monoterpenos presentes no 6leo essencial. Ja no ano de
2017 houve um periodo concentrado de chuva no més de maio e alguns picos no
inicio de junho e depois houve um periodo prolongado de 13 dias de estiagem no
més de setembro, antes da colheita. Desta forma, houve aumento nos teores de
sesquiterpenos e também maior teor e rendimento de 6leo essencial. Este periodo
de 13 dias sem chuva e consequente aumento da temperatura (32,9°C) causou
efeitos significativos no teor e rendimento do éleo essencial e nos componentes do
Oleo essencial, desde que estudos relatam que a baixa quantidade de agua e a
temperatura elevada resultaram em aumentos no teor e rendimento de Odleo
essencial (ROWSHAN; BAHMANZADEGAN, 2013; JESHNI et al., 2014; GHASEMI
et al., 2016). Tal fato pode explicar o maior teor e rendimento de 6leo essencial da
mil- folhas no ano de 2017, principalmente em plantas tratadas com AS, o que
reforca a importdncia do ambiente sobre a resposta metabdlica secundaria da
planta.

Entretanto, os teores de polifendis, flavondides, a atividade das
enzimas PAL e CHS, e consequentemente a atividade antioxidante foram maiores
no primeiro ano de cultivo (2016), quando houve precipitagdo perto da época de
colheita. Pode-se observar que essa espécie demonstrou diferentes estratégias
adaptativas frente aos longos periodos de estiagem que ocorreram em épocas

distintas, aumentando os teores de metabdlitos secundarios de maneira diferente
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dependendo do tipo de composto. As variagdes na precipitagdo e temperatura
podem alterar significativamente os teores de metabdlitos secundarios (YAO et al.,
2005). A partir do presente trabalho, demonstra-se que as condigdes agroclimaticas,
tais como a temperatura e precipitacdo, exercem efeitos significativos sobre os
fitoconstituintes em plantas de A. millefolium e seu potencial antioxidante,

principalmente em plantas tratadas com AS.

5.4 Correlagao de Pearson

Na Tabela 18 esta demonstrada a analise de correlagdo, onde foram
estabelecidas as correlagdes entre os teores dos produtos do metabolismo primario
(agucares, proteinas, aminoacidos e acgucares redutores) e secundario (dleo
essencial, polifenois, flavonoides, antocianinas e carotendides), a atividade
enzimatica (PAL e CHS) e atividade antioxidante (DPPH, FRAP, TBARS e NO) em
plantas de A. millefolium tratadas com AS em ambas as épocas de aplicacao e os
anos de cultivo. Foram utilizados os valores médios de ambos os tratamentos e ano
de cultivo.

Os resultados demonstraram que os produtos do metabolismo primario
apresentaram uma alta correlacdo positiva com os produtos do metabolismo
secundario. O teor de acgucares soluveis totais - AST revelou uma alta correlagao
com os teores de proteinas soluveis totais - PST (R? = 0,7592), agucares redutores
totais - ART (R? = 0,7116), antocianinas - ANT (R? = 0,9533) e carotendides - CAR
(R? = 0,9575), e com as atividades antioxidantes por FRAP (R? = 0,9419), TBARS
(R?-0,8946) e NO (R? = 0,8740).

O teor de proteinas soluveis totais - PST apresentou correlagao
positiva com os teores de AAST (R? = 0,9204), ART (R?* = 0,8241), a atividade das
enzimas PAL (R? = 0,9298) e CHS (R? = 0,9782) os teores de compostos fendlicos
totais - PFT (R? = 0,9571), flavondides totais - FT (R? = 0,9034), ANT (R? = 0,8436) e
CAR (R? = 0,8522) e com o teor de 6leo essencial - TOE (R? = 0,8559) e rendimento
de oleo essencial - ROE (R? = 0,8970).

O teor de aminoacidos soluveis totais - AAST apresentou correlagao
positiva com as atividades enzimaticas PAL (R* = 0,8553) e CHS (R? = 0,9564),
teores de PFT (R? = 0,9715), FT (R* = 0,9962) e para TOE (R? = 0,8681) e ROE (R?
=0,9030).
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Os resultados também evidenciam uma correlagdo entre o teor de
acucares redutores totais - ART com a atividade enzimatica PAL (R* = 0,6951) e
CHS (R?=0,7546), PFT (R*>=0,7063), ANT (R? = 0,7980), CAR (R?=0,8076) e 6leo
essencial — TOE (R*=0,8159) e ROE (R? = 0,7895).

Entretanto, os resultados mostram que AST apresentou uma alta
correlacdo com as atividades antioxidantes FRAP (R? = 0,9419), TBARS (R? =
0,8946) e NO (R? = 0,8740), ART para FRAP (R?=0,7472) e TBARS (R?=0,8510) e
AAST para DPPH (R? = -0,7340) e TBARS (R? = 0,7937). Estudos mostram que
existem compostos polifendlicos ligados a agucares (glicosideos), como exemplo, a
rutina (HOSSEINZADEH; NASSIRI-ASL, 2014; GANESHPURKAR; SALUJA, 2017),
0 que pode ter explicado esta correlagdo alta entre acucares e atividade
antioxidante.

Houve correlagao positiva entre a atividade enzimatica da PAL e o teor
de PFT (R?=0,9190), FT (R*=0,8451), ANT (R?=0,7680), CAR (R*=0,7716), TOE
(R? = 0,7298) e ROE (R? = 0,7680) e a atividade enzimatica CHS (R? = 0,932). Os
mesmos resultados foram encontrados entre a atividade da CHS e PFT (R? =
0,9876), FT (R?2=0,9444), ANT (R?=0,7311), CAR (R?=0,7432), TOE (R?=0,8931)
e ROE (R? = 0,9355). As enzimas PAL e CHS, s&o as principais enzimas envolvidas
na biossintese dos compostos fendlicos e flavondides. Estudos revelaram
correlagdes positivas entre o aumento da atividade das enzimas PAL e CHS e os
compostos fendlicos e flavondides em plantas tratadas com AS (DONG; WAN;
LIANG, 2010; IBRAHIM; OMAR; ZAIN, 2017).

As correlagdes diretas entre os teores de polifendis totais e as
atividades antioxidantes foram elevadas para DPPH (R? = -0,7236) e TBARS (R? =
0,8346), além de uma alta correlagcéo entre FT (R? = 0,9708), ANT (R? = 0,6673),
CAR (R? = 0,6811), TOE (R? = 0,8879) e ROE (R? = 0,9211). Correlagbes positivas
significativas também foram evidenciadas entre os teores de flavondides totais e
atividade antioxidante DPPH (R? - -0,7643) e TBARS (R? = 0,7673) e 6leo essencial
— TOE (R?=0,8635) e ROE (R? = 0,8867). Verificou-se também uma forte correlagao
entre os teores de antocianinas e carotenodides e as atividades antioxidantes FRAP
(R*=0,9725 e 0,9676), TBARS (R? = 0,9551 € 0,9621) e NO (R? = 0,8693 e 0,8594).

No geral, os resultados do coeficiente de correlagdo indicam que o
aumento dos metabdlitos primarios nas plantas de A. millefolium em resposta a

aplicagdo do AS resultou em um maior acumulo de produtos do metabolismo
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secundario. A existéncia de correlagdo significativa entre flavonoides e acidos
fendlicos e com a atividade antioxidante das plantas permite concluir que um
elevado conteudo de polifendis totais € um fator importante na determinacdo da
atividade antioxidante destas plantas estudadas (GHASEMZADEH; JAAFAR;
KAMIRI, 2012; IBRAHIM; OMAR; ZAIN, 2017). Desta maneira, foi possivel inferir que
a aplicagdo exdgena de AS nas plantas desencadeou aumentos na atividade das
enzimas PAL e CHS, com concomitantes aumentos na sintese e acumulacdo de
compostos fendlicos. Estas correlagdes elevadas podem confirmar que os
compostos fendlicos sdo os constituintes mais importantes na determinacdo da
atividade antioxidante dos extratos de Achillea millefolium L.

Por outro lado, a atividade antioxidante nao esteve relacionada
somente a concentragcdo de polifendis na planta, desde que verificou-se também
uma forte correlagédo entre o teor e rendimento de 6leo essencial (TOE e ROE) e a
atividade antioxidante avaliada pelos métodos DPPH (R? = -0,6902 e -0,6837) e
TBARS (R?=0,7155 e 0,7656).

As correlagdes negativas encontradas em relacédo ao teste DPPH,
mesmo nas plantas com maiores teores de compostos fendlicos, € explicada pelo
fato de que este teste se baseia na concentragao inibitéria (Clsp), na qual a relagéo é
inversamente proporcional, ou seja, quanto maior o teor de polifendis totais menor &
a Clso.

Em geral, correlagbes positivas sao observadas entre as atividades
antioxidantes estudadas e os teores de polifendis, flavondides totais e antocianinas
em plantas tratadas com AS (GHASEMZADEH; JAAFAR; KAMIRI, 2012; PEREZ et
al., 2014; SARROU et al., 2015; MONIVANNAM et al., 2016; JAVANMARDI; AKBAR,
2016).



Tabela 18 — Coeficiente de correlagédo (R?) entre metabdlitos primarios e secundarios, atividade enzimatica e atividade antioxidante

de plantas de Achillea millefolium L. tratadas com acido salicilico.

AST _ PST _AAST ART ___PAL CHS PFT___FT ANT _CAR _TOE ROE DPPH FRAP TBARS NO

AST - - - - - - - - - - - - - - - -
PST * - - - - - - - - - - - - - - -
AAST s ** - - - - - - - - - - - - - -
ART * *k ns _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
PAL ns *% *% * - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
CHS ns *k *k * *k _ - - - - - - - - - _
PFT ns *k *k * *k *k _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
FT ns *k *k ns *k *k *k _ _ _ _ _ _ _ _ _
ANT *k *k ns *k * * * ns _ _ _ - _ _ _ _
CAR *k *k ns Kk * * * ns *k _ _ _ _ _ _ _
TOE ns *k *k *k * *% *k *% ns ns - _ _ _ _ _
ROE ns *k *k * *k Kk *k *k ns ns Kk _ _ _ _ _
D P F) H ns ns * ns ns ns * * ns ns * * - _ _ _
FRAP *% * ns * ns ns ns ns *% *k ns ns ns - - -
TBARS *% *% * *% *% *% *% * *% *% * * ns *% _ _
NO *%k ns ns ns ns ns ns ns *%* *%* ns ns ns *%x * -
ns %

, © e ** - Coeficiente de correlacdo ndo significativo e significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade. AST - agucares soluveis totais; PST - proteinas
soluveis totais; ART - acgucares redutores totais; AAST - aminoacidos sollveis totais; PAL - fenilalanina amoénia liase; CHS - chalcona sintase; PFT -
polifendis totais; FT - flavondides totais; ANT — antocianinas; CAR — carotendides; TOE - teor de 6leo essencial; ROE - rendimento de 6leo essencial; DPPH -
2,2-difenil-1-picril-hidrazila; FRAP — atividade antioxidante de redugéo de ferro; NO — sequestro do radical 6xido nitrico e TBARS — peroxidagéo lipidica.
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5.5 Consideragoées finais

A utilizacdo de AS como substancia elicitora em plantas de Achillea
millefolium proporciona aumentos nos teores de metabdlitos secundarios tais como
compostos fendlicos e oOleo essencial além de apresentar aumentos no teor de
camazuleno, que é um dos mais importantes compostos volateis presentes no 6leo
essencial da espécie estudada. A atividade de enzimas chave relacionadas a
sintese de compostos fendlicos (PAL e CHS) também é maior em resposta a
elicitacado, revelando uma acao elicitora direta. A acao elicitora indireta também foi
evidenciada por alteracées marcantes nos niveis de metabdlitos primarios, tais como
aminoacidos, proteinas e carboidratos, os quais sao precursores das vias de
metabolismo secundario. A maior presenca destes compostos organicos pode estar
relacionada a maior biomassa aérea e radicular das plantas. Concomitantemente as
respostas de elicitagao, foram evidenciados também os efeitos hormonais do AS nas
plantas tratadas, tais como, aumentos de pigmentos e do processo fotossintético,
resultando em maior crescimento.

Portanto, os resultados deste estudo discordam em parte das
afirmacdes de Broeckling et al. (2005) de que os carboidratos produzidos pelas
plantas s&o prioritariamente consumidos para produgédo de energia para suportar a
biossintese de metabdlitos secundarios, devido a elicitacdo. No presente estudo, os
estimulos causados pelo AS foram capazes de promover alteracbes no metabolismo
celular, induzindo a uma série de reagdes coordenadas entre si que culminaram com
0 aumento dos teores de metabdlitos primarios e secundarios. Demonstrou-se que a
especie Achillea millefolium apresenta respostas positivas a aplicacdo de acido
salicilico, tornando viavel a utilizacdo deste elicitor no cultivo comercial desta

especie.
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6 CONCLUSAO

A aplicacéao foliar de AS influenciou positivamente tanto o metabolismo
primario como o metabolismo secundario nas plantas de Achillea millefolium. Os
resultados desta pesquisa nos levam a afirmar o efeito positivo da aplicagao de 1,0
mmol L de AS na pré-colheita (aos 100 DAP), tornando-se viavel a aplicagao deste
elicitor no cultivo comercial desta espécie medicinal, visando uma maior
produtividade e uma maior concentracdo de compostos secundarios com potencial

antioxidante.
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ANEXOS

ANEXO A - Exsicata da espécie estudada (Achillea millefolium L.)
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ANEXO B — Croqui do experimento.
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