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RESUMO 

 

A elicitação com quitosana é uma ferramenta utilizada para melhorar as 

respostas de defesa da planta por meio da indução das rotas do metabolismo 

secundário. Além disso, a aplicação adequada desse eliciador, em plantas 

medicinais, pode promover o aumento de compostos majoritários na composição 

do óleo. Contudo, faltam informações sobre quais são os principais processos 

fisiológicos responsáveis pelas alterações na composição do óleo. Desta forma, 

objetivou-se avaliar a ação da quitosana e determinar uma concentração ideal 

para otimizar a produção de óleo essencial em Achillea millefolium L. e as 

alterações nos processos fisiológicos responsáveis por esse incremento. A 

pesquisa foi realizada, na casa de vegetação do setor de Fisiologia Vegetal da 

Universidade Federal de Lavras (UFLA), com plantas da espécie A. millefolium. 

Os tratamentos conduzidos foram: controle (com água), solvente ácido acético 

(sem eliciador) e quitosana nas concentrações de 2, 4 e 6 g L
-1

. Foram avaliadas 

as medidas de crescimento, trocas gasosas, atividade enzimática do sistema 

antioxidante e da fenilalanina amônia-liase (PAL), além da produção e 

composição do óleo essencial. Observou-se que a aplicação de quitosana 

promoveu redução no crescimento das plantas; entretanto, a concentração de 4 g 

L
-1

 de quitosana induziu um aumento no teor e rendimento do óleo essencial. No 

óleo, foi verificada a predominância de compostos sesquiterpênicos, incluindo 

os majoritários: borneol, β-cariofileno, β-cubebeno, α-farneseno e camazuleno. 

A elicitação com quitosana a 4 g L
-1

 promoveu um aumento na taxa 

fotossintética, na atividade do sistema antioxidante e na PAL, porém esse 

aumento ocorreu, em curto prazo, apenas nos primeiros dias após a elicitacão.    

 

 

Palavras-chave: Óleo essencial. Mil-folhas. Novalgina. Quitosana. Plantas 

medicinais.  
 



ABSTRACT 

 

Elicitation with chitosan is a tool used to improve the responses of plant defense 

by inducing secondary metabolism routs. In addition, the adequate application of 

this elicitor on medicinal plants can promote the increase of major components 

in the composition of the oil. However, we lack information concerning which 

are the main physiological processes responsible for the changes in the 

composition of the oil. Thus, we aimed at evaluating the action of chitosan and 

determine an ideal concentration for optimizing the production of essential oil in 

Achillea millefolium L. and the changes in the physiological processes 

responsible for this increase. The research was conducted in greenhouse of the 

Plant Physiology sector of the Universidade Federal de Lavras (UFLA) with A. 

millefolium plants. The treatments consisted of control (water); acetic acid 

solvent (with no elicitor); and chitosan in the concentrations of 2, 4 and 6 g L
-1

. 

The measurements of growth, gas exchange, enzyme activity of the antioxidant 

system and phenylalanine ammonia lyase (PAL), in addition to the production 

and composition of the essential oil. We verified that the application of chitosan 

promoted decrease in plant growth. However, the concentration of 4 g L
-1

 of 

chitosan induced an increase in the content and yield of the essential oil. In the 

oil, there was predominance of sesquiterpenic compounds, including the major 

compounds borneol, β-caryophyllene, β-cubebene, α-farnesene and 

chamazulene. The elicitation with chitosan at 4 g L
-1

 promoted an increase of the 

photosynthetic rate, activity of the antioxidant system and of PAL, however, this 

increase occurred in short-term, only in the first days after elicitation. 

 

 

Keywords: Essential oil. Thousand leaves. Novalgina. Chitosan. Medicinal 

plants. 
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1 INTRODUÇÃO  

O conhecimento popular sobre o uso e eficácia das plantas medicinais é 

uma tradição transmitida, ao longo das gerações e, muitas vezes, representa o 

único recurso terapêutico de comunidades e grupos étnicos. Populações de 

regiões pobres e, até mesmo de grandes cidades brasileiras, cultivam plantas 

medicinais para obtenção de renda, por sua comercialização em feiras e 

mercados populares (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002). Além disso, o aumento 

na demanda por produtos naturais, como consequência da busca por 

medicamentos análogos aos sintéticos, permitiu o destaque das plantas 

medicinais na agricultura (ALVARENGA, 2013). 

Atualmente, o custo de produção de um medicamento sintético é 

elevado e tem apresentado redução na eficácia com o passar dos anos, em função 

da resistência dos patógenos às drogas químicas. Em contrapartida, o uso de 

plantas medicinais, na maioria dos casos, permite a fabricação de medicamentos 

em curto prazo e com menor custo, sendo, consequentemente, mais acessíveis à 

população (RODRIGUES, 2004).  

Nos últimos anos, houve um aumento expressivo dos programas de 

fitoterapia, apoiados pelo serviço público de saúde, em função dos fatores 

sociais e econômicos contemporâneos (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). 

Por essas razões, os estudos com plantas medicinais intensificaram, visando 

compreender as vias de síntese das moléculas bioativas e os fatores que 

influenciam nos processos de síntese (BARROS; ZAMBARDA; HEINZMANN, 

2009). A compreensão do funcionamento das vias biossintéticas permite a 

manipulação do metabolismo vegetal, com o objetivo de obter plantas com alto 

potencial, para a produção de metabólitos de interesse, utilizadas como matéria 

prima na indústria química. 

Dentre as espécies medicinais cultivadas no Brasil, destaca-se a Achillea 

millefolium L., conhecida popularmente por mil-folhas. Esta espécie é 
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amplamente utilizada na medicina tradicional por ser facilmente obtida e 

propagada (AKRAM, 2013). A mil-folhas está entre as espécies medicinais com 

potencial para gerar produtos de interesse ao SUS (RENISUS), o que incentiva 

investimentos em pesquisa com a espécie (BRASIL, 2014). 

A importância econômica de A. millefolium está associada, 

especialmente, à produção do óleo essencial, o qual pode ser empregado tanto 

para a fabricação de fármacos quanto para a indústria de cosméticos (PERES et 

al., 2009; ROSA et al., 2008). O óleo essencial da mil-folhas é composto, 

majoritariamente, por terpenos, os quais são responsáveis por suas propriedades 

medicinais, além de atuarem como parte do mecanismo de defesa da planta, 

contra o ataque de insetos herbívoros e patógenos (NADIM et al., 2011). 

Contudo, esses compostos são sintetizados em pequenas quantidades pela planta 

e uma das formas de incrementar sua produção é intensificando as vias de 

síntese.  

O aumento da produção do óleo pode ser obtido por meio de estímulos, 

como, por exemplo, o uso de moléculas eliciadoras que promovem maior 

atividade das rotas do metabolismo secundário (GHANATI et al., 2014). Dentre 

os eliciadores utilizados, destaca-se a quitosana, por atuar de forma efetiva 

alterando a síntese de vários metabólitos secundários (LIM et al., 2013). 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Caracterização da espécie 

Achillea millefolium é um integrante da família Asteraceae, distribuída 

em regiões tropicais, subtropicais e temperadas. É uma erva medicinal, 

conhecida, popularmente, por mil-folhas, milfolhada, milefólio, mil em rama, 

anador, atroveran e novalgina. Esta espécie é nativa da Europa, América do 

Norte, Austrália e Ásia, porém, atualmente, encontra-se amplamente distribuída 

pela flora brasileira (PERES et al., 2009; SALVAGNINI et al., 2006). 

A. millefolium é uma pequena herbácea perene que apresenta até 50 cm 

de altura (Figura 1A). As folhas são compostas e pinadas, dispostas 

alternadamente, subdividindo em numerosos segmentos razão pela qual é 

conhecida por mil-folhas (Figura 1C). Durante a fase vegetativa, as folhas 

alternas se dispõem em roseta e, na fase de floração, algumas folhas menores se 

distribuem ao longo do eixo do escapo. As flores são pequenas de coloração 

branca ou rosada, unidas em capítulos dimorfos. Os frutos, também, pequenos 

são secos, com morfologia reprodutiva do tipo aquênio. Sua propagação ocorre, 

principalmente, pela via assexuada, por meio da divisão das touceiras, pelo 

rizoma (Figura 1B) ou por via sexuada através de sementes (AKRAM, 2013; 

GREGIO; MOSCHETA 2006; LIMA et al., 2006). 

Com relação a características anatômicas, a folha é anfiestomática 

apresentando estômatos anomocíticos. A epiderme é revestida por uma cutícula 

delgada. Tricomas tectores e glandulares, em que o óleo essencial é sintetizado e 

armazenado, encontram-se distribuídos em ambas as faces da folha. Também 

estão presentes canais secretores acompanhando os feixes vasculares no rizoma, 

escapo e folha (GREGIO; MOSCHETA, 2006). 

A mil-folhas é bastante utilizada na medicina tradicional em razão de 

sua ação cicatrizante, analgésica, diurética, anti-inflamatória, adstringente, 
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antioxidante, antimicrobiana, anti-hipertensiva, estrogênica e antialérgica. É 

empregada no combate de cólicas menstruais, inflamações respiratórias, diarreia, 

febre, gota e no cálculo renal. Também, pode ser aplicada, externamente, na 

forma de loções e pomadas, contra inflamações da pele, feridas, dores 

musculares, cortes e escoriações (AKRAM, 2013; FAZAL; AHMAD; KHAN, 

2011; PINTO et al., 2014). 

Atualmente, a mil-folhas é utilizada na indústria farmacológica para a 

produção de medicamentos naturais. Na área cosmética, o extrato de A. 

millefolium pode ser empregado na produção de cosméticos fotoprotetores 

(ROSA et al., 2008). Na indústria alimentícia, é utilizada como ingrediente para 

fabricação de licores e aromatizantes. No paisagismo, a mil-folhas é utilizada 

como planta ornamental (PINTO; SANTIAGO; LAMEIRA, 2000). 

As partes da planta que são utilizadas para fins medicinais são o caule, 

folhas e as unidades florais. Quanto à composição química dessas partes, já 

foram encontrados vários grupos de moléculas bioativas, incluindo o ácido 

isovalérico, ácido salicílico, asparagina, esteróis, flavonoides, taninos, 

cumarinas, além do óleo essencial. Por tal motivo, as espécies do gênero 

ganharam destaque nos programas de fitoterapia (GREGIO; MOSCHETA, 

2006; NADIM et al., 2011). 

O óleo essencial de A. millefolium tem uma grande importância 

econômica em virtude das suas propriedades anti-inflamatórias e desinfectantes, 

sendo usado, principalmente, contra resfriados e como um hemostático. A 

atividade biológica (bactericida, antifúngica, inseticida) do óleo está associada à 

presença de vários compostos terpênicos como o 1,8-cineol, cânfora, borneol e 

β-pineno (APPLEQUIST; MOERMAN, 2011; KINDLÓVITS; NÉMETH, 

2012; NADIM et al., 2011). O teor do óleo essencial varia, de acordo com a fase 

de desenvolvimento e órgão vegetal, sendo as folhas e inflorescências, os órgãos 

com maior produção de óleo (GREGIO; MOSCHETA, 2006). 
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Figura 1 - Fotografia de Achillea millefolium (A), detalhes da raiz com o rizoma 

(B) e folhas (C).  
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2.2 Metabolismo secundário  

Um dos fatores que propiciou a sobrevivência das plantas, no 

ecossistema terrestre, foi a capacidade de sintetizar metabólitos secundários, os 

quais atuam, diretamente, na redução dos efeitos de estresse ambiental e 

participam do sistema de defesa da planta (RAMAKRISHNA; 

RAVISHANKAR, 2011). 

Os metabólitos secundários são todos os compostos orgânicos que não 

participam, diretamente, dos processos de fotossíntese, respiração, síntese de 

proteínas e translocação de minerais. Diferentemente dos metabólitos primários, 

os compostos secundários apresentam distribuição restrita no reino vegetal e 

certos metabólitos são restritos a determinadas espécies ou grupos taxonômicos 

(TAIZ; ZEIGER, 2013). 

Os compostos secundários são divididos em três grupos químicos, 

terpenos, compostos fenólicos e compostos nitrogenados (FERNIE, 2007). Nas 

plantas, estes metabólitos apresentam uma variedade de funções ecológicas, 

atuando como substâncias atrativas para polinizadores e dispersores de sementes 

(KLIEBENSTEIN, 2004), na simbiose entre planta e microrganismos e na 

interação planta-planta (BAIS et al., 2006). Também atuam como compostos de 

defesa durante a herbivoria ou ataque de patógenos e na proteção contra 

estresses ambientais (BONALDO et al., 2004; SELMAR; KLEINWACHTER, 

2013). 

Embora não apresentem função direta nos processos fisiológicos básicos 

como crescimento e desenvolvimento, os metabólitos secundários são cruciais 

para manter a homeostase fisiológica das plantas sob condições adversas. Sua 

biossíntese pode variar, de acordo com o estádio de desenvolvimento, órgão 

vegetal e fatores ambientais como temperatura, umidade, disponibilidade 

hídrica, dentre outros (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). 
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Dentre os compostos secundários produzidos pelo vegetal, os fenóis ou 

fenilpropanoides apresentam uma grande diversidade química e funcional. 

Basicamente são formados por um grupo hidroxila ligado a um anel aromático e 

podem ser encontrados na forma conjugada ligados a açúcares, álcoois ou 

terpenos. Essas formas conjugadas são fenóis complexos (polifenois) e 

desempenham importantes funções nas plantas (BALASUNDRAM; 

SUNDRAM; SAMMAN, 2006; QUIDEAU et al., 2011). Como exemplo, a 

lignina, uma macromolécula fenólica e altamente complexa, cuja principal 

função é proporcionar suporte mecânico e proteção contra os ataques de 

herbívoros e patógenos, sendo uma importante barreira de defesa para a planta 

(BARBER; MITCHELL, 1997; CARL, 1996). 

Os compostos fenólicos são sintetizados por duas rotas metabólicas, a 

rota do ácido chiquímico e a rota do ácido malônico. Em plantas, a rota do ácido 

chiquímico é mais expressiva, sendo responsável pela produção da maioria dos 

fenóis. Nessa rota de síntese, esqueletos de carbono, provenientes da glicólise e 

da rota das pentoses fosfato, são convertidos em três aminoácidos aromáticos 

(fenilalanina, tirosina e triptofano), os quais são utilizados como precurssores 

para a síntese dos principais compostos fenólicos (BALASUNDRAM; 

SUNDRAM; SAMMAN, 2006; WEISSHAAR; JENKINS, 1998). A maioria 

dos fenóis é derivada da fenilalanina, por intermédio da reação catalisada pela 

enzima fenilalanina amônia-liase (PAL), a qual é responsável por retirar a 

amônia da fenilalanina, formando o ácido cinâmico, precursor dos demais 

compostos fenólicos (NOEL; AUSTIN; BOMATI, 2005). 

A PAL é uma das enzimas mais estudadas no metabolismo secundário, 

sobretudo por atuar como um regulador chave na transição do metabolismo 

primário para o secundário. O ponto de controle da enzima pode ser tanto em 

nível de atividade quanto de transcrição. Fatores ambientais, como luz e 

disponibilidade de nutrientes, podem aumentar a atividade da enzima, em nível 
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de modulações pós-traducionais. Outros fatores, como infecções por fungos, 

ativam uma cascata de sinalização que induz a transcrição e tradução do RNA 

mensageiro que codifica a PAL. Desta forma, o aumento dos níveis da enzima, 

no interior celular, resulta em um aumento na síntese de compostos fenólicos, 

especialmente, aqueles relacionados à defesa da planta (BOUDET, 2007; 

FERRER et al., 2008). 

Outra grande classe de compostos secundários é a formada por terpenos. 

Todos os terpenos compartilham uma estrutura química similar e são formados 

pela união de unidades de cinco carbonos (C5) ou unidades isoprênicas. Em 

função do número de unidades isoprênicas, que constituem sua estrutura, os 

compostos terpênicos são classificados em monoterpenos (duas unidades C5), 

sesquiterpenos (três unidades C5), diterpenos (quatro unidades C5) e, assim por 

diante, sendo as estruturas mais complexas denominadas politerpenoides 

(GERSHENZON; DUDAREVA, 2007; PETERSEN, 2007). 

Os terpenos são sintetizados por duas rotas metabólicas que utilizam 

esqueletos de carbono provenientes do metabolismo primário. Na rota do ácido 

mevalônico, três moléculas de acetil-CoA, presentes no citoplasma, são unidas 

para formar o conhecido ácido mevalônico. Esse intermediário segue por uma 

série de reações (pirofosforilação, descarboxilação, desidratação), para, então, 

produzir o isopentenil difosfato (IPP), o qual será a unidade inicial para a síntese 

dos demais terpenos. A segunda rota, também conhecida como rota do 

metileritritiol fosfato (MEP), ocorre em cloroplastos e demais plastídeos. Nesta 

via, o piruvato, derivado da glicólise e o gliceraldeído-3-fosfato proveniente do 

ciclo de Calvin, unem-se para formar um intermediário que é, rapidamente, 

convertido em IPP. A partir do IPP, os demais compostos terpênicos serão 

sintetizados (BARROS; ZAMBARDA; HEINZMANN, 2009; PETERSEN, 

2007). 
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As plantas medicinais produzem uma grande diversidade de compostos 

secundários que são biologicamente ativos, especialmente monoterpenos e 

sesquiterpenos, além de certos compostos aromáticos que conferem um aroma 

característico às flores e folhas. O próprio óleo essencial é considerado uma 

mistura complexa, constituído, em sua maioria, por monoterpenos e 

sesquiterpenos voláteis e uma pequena quantidade de fenilpropanoides e álcoois 

(BAKKALI et al., 2008; BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). 

A compreensão do funcionamento das vias de síntese dos metabólitos 

secundários é fundamental para auxiliar na elucidação dos fatores que causam 

alterações na produção e composição desses metabólitos. Principalmente aqueles 

que fazem parte da constituição química do óleo essencial.  

2.3 Óleo essencial: composição química volátil  

O óleo essencial da Achillea millefolium é constituído, majoritariamente, 

por monoterpenos e sesquiterpenos voláteis. Os principais compostos 

monoterpênicos, encontrados no óleo, são: 1,8 cineol, cânfora, borneol, α e β-

pineno e α-terpineol. Os sesquiterpenos majoritários são: β-cariofileno, β-

cubebeno, α-farneseno e camazuleno (KINDLOVITS; NÉMETH, 2012; 

NADIM et al., 2011; SALVAGNINI et al., 2006). 

O borneol é um monoterpeno que, também, está presente no óleo 

essencial de Salvia officinalis, Matricaria chamomilla (camomila), Piper 

malacophyllum e Hyptis suaveolens. Possui atividade antifúngica, 

antibacteriana, tranquilizante, antiespasmódica e anti-inflamatória (ADORJAN; 

BUCHBAUER, 2010; MARTINS; SANTOS; POLO, 2006; SANTOS et al., 

2012; TABANCA et al., 2001). 

O β-cariofileno é um sesquiterpeno bicíclico encontrado em outras 

espécies medicinais como Chamomilla recutita (camomila alemã), Lippia 

sidoides, Hyptis martiusii, Syzigium aromaticum e Plectranthus amboinicus. É 
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responsável pelas propriedades anti-inflamatória, antiedêmica, antitumoral, 

bactericida, inseticida e espasmolítica (BORSATO et al., 2007; CARNEIRO et 

al., 2010; COSTA et al., 2005). 

O β-cubebeno é um sesquiterpeno responsável pelas propriedades anti-

inflamatória, antimicrobiana e inseticida do óleo essencial. É encontrado em 

Schinus terebinthifolius, cujo óleo essencial pode ser utilizado como inseticida 

natural no combate da broca-do-café. Também está presente no óleo essencial de 

Piper aduncum, Lippia alba e espécies do gênero Bacharis (BARROS; 

ZAMBARDA; HEINZMANN, 2009; FLORAO et al., 2012; SANTOS et al., 

2013). 

O α-farneseno é um sesquiterpeno responsável pelo aroma característico 

do óleo essencial de Citrus sudachi. Em Matricaria chamomilla, a porcentagem 

deste composto no óleo corresponde a 8,7%. Estudos indicam que o α-farneseno 

e seu isômero β-farneseno possuem potencial para atuar como um 

antimutagênico. O farneseno, também, é considerado um dos constituintes 

responsáveis pela atividade antiquimiostática observada no óleo essencial de 

camomila (AYOUGHI et al., 2011; HERNÁNDEZ-CERUELOS; MADRIGAL-

BUJAIDAR; DE LA CRUZ, 2002; MOOKDASANIT et al., 2003; 

PRESIBELLA et al., 2006). 

O camazuleno (Figura 2) é um sesquiterpeno responsável pela coloração 

azulada do óleo essencial. Esse composto é derivado da matricina, uma lactona 

terpênica que, sob condições de temperatura e pressão específicas, obtidas pelo 

processo de hidrodestilação, é convertida em camazuleno. Possui propriedades 

bactericida, fungicida, anti-inflamatória e antioxidante. Além da Achillea 

millefolium, ele está presente no óleo essencial de Matricaria recutita, 

Matricaria chamomilla e Tanacetum gracile (NOGUEIRA; MINETTO, 2005; 

SINGH et al., 2011; VERMA et al., 2008). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20O%5Bauth%5D
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Figura 2 -  Estrutura química do camazuleno, um sesquiterpeno majoritário 

presente no óleo essencial de Achillea millefolium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Óleos... (2009) 

 

Os compostos majoritários, presentes no óleo de Achillea millefolium e, 

também, encontrados nos óleos essenciais de outras espécies medicinais, são 

considerados moléculas bioativas de interesse, com propriedades medicinais 

comprovadas. Por essa razão, é importante avaliar a influência dos fatores que 

alteram a quantidade e constituição química desses componentes do óleo 

essencial.  

2.4 Eliciadores: mecanismo de ação  

Os eliciadores bióticos são moléculas derivadas de microorganismos, 

como elementos estruturais da parede celular de fungos ou fragmentos do 

flagelo de bactérias. Essas moléculas são, também, conhecidas por MAMPs: 

padrões moleculares associados a patógenos. As plantas apresentam uma 

variedade de receptores de membrana que reconhecem os MAMPs do patógeno 

no momento da infecção (HANN et al., 2014; TERRY; JOYCE, 2004). 

Um dos eventos iniciais que ocorre, durante a interação planta-patógeno, 

é a percepção do eliciador pelo receptor específico de membrana. A ligação do 
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eliciador (MAMPs) ao receptor vegetal (ex: BAK1) ativa uma complexa cascata 

de sinalização envolvendo componentes como Ca
2+

, óxido nítrico e H2O2. Essa 

cascata de sinalização resulta na produção de proteínas de defesa e metabólitos 

secundários específicos, conduzindo à resistência da planta (AGURLA; 

GAYATRI; RAGHAVENDRA, 2014; HANN et al., 2014). 

A ligação do eliciador ao receptor ativa a enzima NADPH-oxidase, que 

está localizada na membrana da célula vegetal e catalisa a reação de redução do 

O2 molecular. O ponto inicial da rota de transdução de sinal é a explosão 

oxidativa, que implica um pool de compostos tóxicos formados pela redução do 

oxigênio molecular. Tais compostos são conhecidos como espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e incluem o ânion superóxido (O2
*-

), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e o radical hidroxila (OH
*
) (LEHMANN et al., 2015). 

A explosão oxidativa aciona, em um primeiro momento, a resposta de 

hipersensibilidade, que resulta na morte da célula vegetal como mecanismo de 

defesa para patógenos biotróficos. A segunda linha de resposta envolve a 

abertura dos canais de cálcio e o influxo transitório de Ca
2+

. Esse mensageiro 

secundário, juntamente com as EROs, são fatores necessários para a ativação da 

enzima óxido nítrico sintase, resultando no acúmulo de óxido nítrico no interior 

celular. O Ca
2+

, óxido nítrico e H2O2 são componentes da rota de sinalização que 

ativam a cascata de MAP kinases, alterando a expressão de genes relacionados à 

síntese de enzimas hidrolíticas, fitoalexinas, lignina e compostos secundários 

importantes no mecanismo de defesa da planta como flavonoides, taninos e 

determinados tipos de terpenos (AGURLA; GAYATRI; RAGHAVENDRA, 

2014; LEHMANN et al., 2015). 

Simultaneamente aos eventos induzidos pela infecção patogênica, 

peptídeos (PEPs) que atuam como eliciadores endógenos são produzidos e 

secretados pela célula vegetal para amplificar as respostas de defesa iniciadas 

por MAMPs. Após o processamento e liberação os peptídeos, são reconhecidos 
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nas células adjacentes por receptores PEP complexados com BAK1, iniciando 

uma nova cascata de sinalização. Juntamente aos PEPs, outros componentes de 

sinalização como fitormônios (ácido jasmônico, ácido salicílico e etileno) estão 

envolvidos na amplificação e aperfeiçoamento da rota de transdução de sinal, 

intensificando as respostas de defesa, como pode ser visualizado na Figura 3 

(YAMAGUCHI; HUFFAKER, 2011). 

A busca pela compreensão das vias de sinalização levou à descoberta de 

compostos sintéticos que induzem respostas de defesa semelhantes àquelas 

causadas durante a infecção patogênica. Os eliciadores abióticos são compostos 

químicos sintéticos e atuam como sinalizadores em baixas concentrações. Esses 

compostos simulam o mecanismo de percepção e sinalização que ocorre, durante 

a invasão do patógeno, resultando na expressão diferencial de genes 

relacionados à defesa sistêmica adquirida (THAKUR; SOHAL, 2013). 

O uso de moléculas eliciadoras como o ácido salicílico, metil jasmonato 

e quitosana tem-se mostrado eficaz na indução da síntese de metabólitos 

secundários de interesse, justamente por ativar os mecanismos de 

reconhecimento e, consequentemente, alterar a expressão gênica (DONG; WAN; 

LIANG, 2010; WANG et al., 2015; YIN et al., 2012). 

Apesar da eficácia dos eliciadores, a resposta gerada varia de acordo 

com a espécie em estudo e depende de vários fatores, como o tipo de eliciador 

utilizado, as concentrações aplicadas, o estádio de desenvolvimento da planta, o 

tempo de exposição ao eliciador e a forma de aplicação. Dentre os eliciadores 

estudados, a quitosana tem mostrado resultados promissores na indução da 

síntese de compostos secundários, em espécies medicinais, como observado em 

Artemisia annua (GHANATI; BAKHTIARIAN, 2013), Orthosiphon stamineus 

(LIM et al., 2013) e Hypericum perforatum (BRASILI et al., 2014), indicando 

que este eliciador pode promover respostas satisfatórias para a espécie em 

estudo.  



 

 

2
4
 Figura 3 - Cascata de sinalização após a ligação do eliciador.  

Legenda: MAMPs: padrões moleculares assossiados a patógeno; BAK1: receptor de membrana; SOD: Superóxido dismutase; CAT: 

Catalase; APX: Ascorbato peroxidase; PAL: Fenilalanina amônia liase; PR: proteínas relacionadas à patogênese; PEPs: eliciadores 

endógenos. 

Fonte: Adaptado de Thakur e Sohal (2013) e Yamaguchi e Huffaker (2011). 
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A quitosana é um composto orgânico, obtida, industrialmente, por meio 

da desacetilação alcalina da quitina (Figura 4). Por ser um polissacarídeo 

derivado da quitina, a quitosana pode ser extraída do exoesqueleto de insetos, 

crustáceos e da parede celular de fungos. Sua forma comercial apresenta 80-90% 

de desacetilação e contém 100% de glucosamina e 30% de N-acetilglucosamina 

(DIAS et al., 2013). 

 

Figura 4 - Estrutura química da quitosana. 

 

 

 

 

 
Fonte: (SPIN-NETO et al., 2008). 

 

Após sua aplicação na superfície foliar, a quitosana deve ser absorvida 

para desencadear as respostas fisiológicas na planta. É improvável que sua 

absorção ocorra pela cutícula, tendo em vista seu alto peso molecular e 

complexidade estrutural. Estudos recentes confirmaram que a quitosana, 

aplicada na folha, é capaz de se mover para o interior dos tecidos por meio dos 

estômatos (IRITI et al., 2010). Depois de ser absorvida, enzimas apoplásticas 

atuam despolimerizando o polissacarídeo em fragmentos menores denominados 

oligossacarídeos. Esse processo é essencial, para dar início ao mecanismo de 

percepção, pois pequenos oligossacarídeos são mais fáceis de difundir pelos 

tecidos, portanto, caracterizando-se como eliciadores mais potentes 

(BAUTISTA-BAÑOS et al., 2006; KAKU et al., 2006). 
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Apesar da eficácia dos eliciadores, a resposta gerada depende da espécie 

em estudo. A mil-folhas é uma importante planta medicinal, porém sua taxa de 

produção de óleo essencial é muito baixa e a quitosana, sendo considerada um 

potente eliciador, pode atuar aumentando o teor do óleo essencial e alterando a 

composição química dos constituintes voláteis. Diante do exposto, objetivou-se, 

nesta pesquisa, avaliar a ação da quitosana, na produção dos metabólitos 

secundários e, em alguns processos fisiológicos de Achillea millefolium, com o 

intuito de determinar uma concentração ideal para otimizar a produção do óleo 

essencial em termos de qualidade e rendimento. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Obtenção das mudas  

As mudas de A. millefolium foram produzidas por micropropagação no 

Laboratório de Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais - UFLA. Para a 

multiplicação das mudas, foram utilizados segmentos nodais (2 cm), obtidos de 

plantas matrizes e transferidos para tubos de ensaio contendo meio MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Os explantes permaneceram, em sala de 

crescimento, por 60 dias, sob irradiância de 32 µmol m
-2

 s
-1

, fotoperíodo de 16 

horas e temperatura de 25 +/- 2,5ºC.  

Após o crescimento in vitro, as mudas foram transferidas para bandejas 

de polipropileno, contendo 72 células preenchidas com substrato comercial 

Hortplant
®
, onde permaneceram por 60 dias em casa de vegetação.  

Após a aclimatização, as mudas foram transplantadas para vasos, com 

capacidade de 5L. O substrato utilizado foi composto por subsolo e areia, na 

proporção de 2:1 e enriquecido com a formulação de NPK 4-14-8, na proporção 

de 2 kg por m³ de substrato. O solo utilizado apresentava as seguintes 

características físico-químicas: pH (água): 5,4; P: 4,13 mg.dm3; K: 73,32 

mg.dm3; Ca: 2,30 cmolc.dm-3, Mg: 0,30 cmolc.dm-3, Al:0,10 cmolc.dm-3, 

H+Al: 2,90 cmolc.dm-3, V:49,00%; matéria orgânica: 2,10 dag.kg
-1

, Argila: 

70,00 dag.kg
-1

; Silte: 16,00 dag.kg
-1

 e Areia: 14,00 dag.kg
-1

, sendo analisado 

pelo Laboratório de Análises de Solos do Departamento de Ciências do Solo - 

UFLA. 

3.2 Elicitação  

As plantas permaneceram nos vasos, durante 90 dias, para a posterior 

condução dos tratamentos. Foram realizados cinco tratamentos correspondendo 

às concentrações de 0; 2; 4 e 6 g L
-1

 de quitosana e um tratamento com o 

solvente (ácido acético 0,25%). Cada tratamento foi composto por 20 repetições 
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e cada planta foi considerada uma repetição. Para evitar o possível evento de 

sinalização entre as plantas, cada tratamento foi disposto a uma distância de, 

aproximadamente, dois metros.  

O experimento foi conduzido, no mês de maio de 2015, na casa de 

vegetação do Setor de Fisiologia Vegetal - UFLA. A temperatura máxima, 

durante a condução do experimento, foi 24,15ºC, mínima de 14,04ºC e umidade 

média relativa de 74,83%. O preparo da quitosana foi realizado conforme 

metodologia descrita por Korsangruang et al. (2010), modificada. As soluções 

correspondentes aos tratamentos foram preparadas, dissolvendo o eliciador em 

ácido acético (0,25%), sob agitação constante e correção do pH para 6,0 com 

hidróxido de sódio. A solução foi aplicada nas folhas, por meio de 

pulverizadores manuais, na base de 30 mL por planta, volume suficiente para 

cobrir toda a parte aérea. Nas plantas controle, foi pulverizada água destilada em 

igual volume e o mesmo volume no controle do solvente com ácido acético a 

0,25%.  

3.3 Caracterização do crescimento  

A caracterização do crescimento foi realizada em 10 plantas por 

tratamento, em que foram avaliadas as seguintes variáveis: área foliar total, 

número de folhas, número de perfilhos, massa seca da parte aérea, massa seca do 

rizoma, massa seca da raiz, massa seca total e razão parte aérea raiz (PA/R= 

MSPA/MSRA). 

O número de folhas foi obtido pela contagem direta de cada folha, o 

mesmo foi realizado para o número de perfilhos. A área foliar foi mensurada por 

meio de um medidor de área foliar (LICOR). Os valores de massa seca da parte 

aérea, rizoma e raiz foram obtidos a partir da secagem do material em estufa de 

circulação forçada a ± 65 ºC até atingir massa constante, seguido da pesagem em 
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balança de precisão. Todas as medidas de crescimento foram realizadas ao final 

do experimento, 15 dias após a aplicação do eliciador.  

3.4 Trocas gasosas  

Para avaliação das trocas gasosas, foram selecionadas quatro plantas por 

tratamento e de cada planta foi analisada uma folha totalmente expandida. As 

medições foram realizadas em dias sem nebulosidade, no período de 9 às 10 

horas da manhã. As análises foram conduzidas, utilizando um analisador portátil 

de CO2 infravermelho (IRGA), marca LI-COR
®
, modelo LI-6400. A densidade 

do fluxo de fótons fotossinteticamente ativo foi padronizada para 1000  

µmol m
-2

 s
-1

.  

As variáveis analisadas foram: fotossíntese líquida (A), condutância 

estomática (gs), transpiração (E), concentração intracelular de CO2 (Ci), relação 

Ci/Ca e eficiência instantânea do uso da água (EUA). As análises foram 

realizadas, em três dias, durante a condução do experimento: 2º, 7º e 15º após a 

aplicação do eliciador.  

3.5 Microscopia Eletrônica de Varredura  

A caracterização da superfície foliar foi realizada por meio da 

microscopia eletrônica de varredura. Para a coleta do material, foram 

selecionadas três plantas por tratamento. Antes da aplicação do eliciador, os 

primórdios foliares foram marcados e, no 20º dia após a elicitação, foram 

coletadas duas folhas recém - formadas de cada planta.  

Após a coleta, os fragmentos foliares foram fixados em Karnovsky 

[Glutaraldeído 2,5%, formaldeído 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,05 M 

(pH 7,2) + CaCl2 0,001 M]. Depois da primeira fixação, os fragmentos foram 

lavados em tampão cacodilato, pós-fixados em tetróxido de ósmio 1% por 2 

horas e desidratados em gradiente crescente de acetona (25, 50, 75, 90 e 100% 

3X). Em seguida, as amostras foram submetidas à secagem ao ponto crítico 
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(BAL-TEC, modelo CPD-030, Principality of Liechtenstein) e montadas em 

stubs. Na sequência, as amostras foram metalizadas no evaporador de ouro 

Sputtering (BAL-TEC, modelo SCD-050, Principality of Liechtenstein) e 

conduzidas para análise no Microscópio Eletrônico de Varredura (LEO EVO 40 

XVP).  

Com base nas imagens obtidas, foram mensuradas a densidade de 

estômatos (DE), tricomas tectores (DTT) e glandulares (DTG). A densidade de 

estômatos (número de estômatos por mm
2
) e tricomas (número de tricomas por 

mm
2
) foi obtida, na face adaxial e abaxial da folha, com auxílio do software 

ImageJ.  

3.6 Sistema antioxidante enzimático  

Para análise do sistema antioxidante enzimático, foram avaliadas as 

atividades das enzimas Dismutase do Superóxido (SOD), Catalase (CAT) e 

Peroxidase do ascorbato (APX). Além da quantificação do teor de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e peroxidação lipídica.  

A coleta do material foi realizada, entre 10 e 11 horas da manhã, nos 

seguintes intervalos: 1º, 2º, 3º e 7º dia após a elicitação. Foram selecionadas três 

plantas por tratamento e de cada planta foram coletadas duas folhas totalmente 

expandidas. As amostras foram armazenadas no freezer a -86ºC, até o preparo 

do extrato vegetal. Para a obtenção do extrato, 200 mg do material vegetal foram 

macerados com nitrogênio líquido e antioxidante PVPP. O meio de extração foi 

composto por tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 8,0), EDTA 0,1 mM, 

ácido ascórbico 10 mM e água destilada. Em cada microtubo (ependorf), foram 

acrescentados 1500 µL do meio de extração. O extrato foi centrifugado a 

13000g, por 10 minutos, a 4ºC, sendo o sobrenadante utilizado para a 

quantificação das enzimas SOD, CAT e APX.  
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3.6.1 Dismutase do Superóxido (SOD) 

A atividade da SOD foi avaliada, conforme metodologia descrita por 

Giannopolitis e Ries (1977), com modificações, em que 10 µL do sobrenadante 

foi pipetado em placa de acrílico UV juntamente com o meio de incubação. O 

meio de incubação foi composto por: solução tampão fosfato de potássio 50 mM 

(pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 µM, NBT 75 µM, riboflavina 2 µM e 

água destilada. Em seguida, a placa foi iluminada com lâmpada fluorescente de 

20 W durante 7 minutos. A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da 

enzima em inibir a fotorredução do azul de nitrotetrazólio (NBT). As leituras 

foram realizadas em espectrofotômetro de ELISA a 560 nm.  

3.6.2 Catalase (CAT) 

A atividade da CAT foi avaliada, de acordo com a metodologia descrita 

por Havir e McHale (1987), em que 9 µL do sobrenadante foram pipetados, em 

placa de acrílico, juntamente com o meio de incubação. O meio de incubação foi 

composto por solução tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,0), peróxido de 

hidrogênio 12,5 mM e água destilada. A atividade da enzima foi determinada 

pelo consumo de H2O2, a cada 15 segundos, durante 3 minutos, conforme a 

leitura da absorbância em espectrofotômetro de ELISA a 240 nm.  

3.6.3 Peroxidase do ascorbato (APX) 

A atividade da APX foi determinada, de acordo com a metodologia 

proposta por Nakano e Asada (1981), com modificações, na qual 8 µL do 

sobrenadante foram pipetados em placa de acrílico juntamente com o meio de 

incubação. O meio de incubação foi composto por uma solução tampão fosfato 

de potássio 100 mM (pH 7,0), ácido ascórbico 0,5 mM, peróxido de hidrogênio 

0,1 mM e água destilada. A atividade da APX foi determinada pela taxa de 

oxidação do ascorbato, a cada 15 segundos, durante 3 minutos, por meio da 

leitura da absorbância em espectrofotômetro de ELISA a 290 nm.  
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3.6.4 Teor de peróxido  

O teor de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi quantificado, de acordo 

com a metodologia proposta por Alexieva et al. (2001). Inicialmente, 200 mg de 

tecido foliar foram macerados em nitrogênio líquido e PVPP. Em cada 

microtubo (ependorf), contendo o extrato macerado, foram adicionados 1500 µL 

de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% e submetido à centrifugação a 12000 g por 

15 minutos, a 4º C.  

Em seguida, o sobrenadante foi coletado e 45 µL do extrato foram 

transferidos para microtubo, contendo o meio de reação, composto por uma 

solução tampão fosfato de potássio 100 mM (pH7,0) e iodeto de potássio 1 M. 

As leituras da absorbância foram realizadas em espectrofotômetro de ELISA a 

390 nm. O teor de H2O2 foi obtido, por meio de cálculos, baseados na curva 

padrão de peróxido.  

3.6.5 Peroxidação lipídica  

A quantificação da peroxidação lipídica foi obtida pelo método de 

TBARS (ácido tiobarbitúrico). O material vegetal (200 mg) foi macerado com 

nitrogênio líquido e PVPP. Em cada microtubo, contendo o extrato macerado, 

foram adicionados 1500 µL de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% e submetido à 

centrifugação a 12000 g por 15 minutos, a 4º C.  

Após a centrifugação, o sobrenadante foi coletado e 125 µL do extrato 

foram transferidos para microtubo contendo 500 µL do meio de reação. O meio 

de reação foi composto por uma solução de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5% e 

ácido tricloroacético (TCA) 10%. O extrato juntamente com o meio de reação 

foi mantido em banho - maria a 95ºC, por 30 minutos e, posteriormente, 

submetido ao resfriamento rápido em gelo para paralisar a reação. Após a 

paralisação, 200 µL do extrato foram pipetados em placa de acrílico. As leituras 

da absorbância foram realizadas, em espectrofotômetro de ELISA, a 535 e a 600 
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nm. A peroxidação lipídica foi obtida, por meio de cálculos e expressa em nmol 

de MDA.g
-1 

de matéria fresca (MF).  

3.7 Fenilalanina amônia-liase (PAL) 

Além do sistema antioxidante enzimático, foi avaliada a atividade da 

enzima Fenilalanina amônia-liase (PAL). A coleta do material foi realizada entre 

10 e 11 horas da manhã, nos seguintes intervalos: 1º, 2º, 3º e 7º dia após a 

elicitação. Foram selecionadas três plantas por tratamento e de cada planta foram 

coletadas duas folhas totalmente expandidas. Em seguida, as amostras foram 

armazenadas no freezer a -86ºC, até o preparo do extrato vegetal.  

A atividade da enzima foi avaliada, de acordo com a metodologia 

descrita por Mori, Sakurai e Sakuta (2001), com modificações. Para a obtenção 

do extrato, 300 mg do material vegetal foram macerados com nitrogênio líquido 

e PVPP. 

O meio de extração foi composto por tampão fosfato de potássio 

100mM (pH 7,0) e betamercapto 10mM. Em cada microtubo, contendo o extrato 

macerado, foram adicionados 1500 µL do meio de extração e submetido à 

centrifugação a 10000 g, por 15 minutos, a 4ºC. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi coletado e 5 µL do extrato vegetal pipetado em placa de 

acrílico contendo o meio de incubação. O meio de incubação foi composto por 

tampão Tris-HCL 100 mM (pH 8,8) e fenilalanina 50 mM. A incubação foi 

realizada em banho - maria a 38ºC por 3 horas.  

Após a incubação, a reação foi paralisada com HCL 5N e as leituras 

realizadas, em espectrofotômetro de ELISA, a 280 nm, em intervalos de tempo 

de 15 segundos, durante 3 minutos. A atividade da PAL foi expressa em µM 

min
-1

 mg
-1

 de proteína utilizando o coeficiente de distinção molar de 10
4
 mM

-1 

cm
1
. 
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3.8 Extração e análise química do óleo essencial  

A quantificação e análise química dos constituintes do óleo essencial 

foram realizadas, no final do experimento, 15 dias após a aplicação do eliciador. 

Foram selecionadas 10 plantas intactas em cada tratamento. Dessas plantas, 

folhas e caules foram coletados e desidratados em estufa de circulação forçada, a 

40 ºC até peso constante.  

A extração do óleo essencial foi realizada pelo processo de 

hidrodestilação, em que 10 g do material vegetal seco juntamente com 1 litro de 

água destilada foram colocados em balão volumétrico acoplado a um aparato de 

Clevenger, durante 90 minutos.  

O óleo obtido pela hidrodestilação foi purificado por partição líquido-

líquido com diclorometano e tratado com sulfato de magnésio anidro para 

eliminação da água nas amostras. Após este procedimento, a solução foi filtrada 

e o solvente diclorometano evaporado na capela de exaustão de gases. O teor do 

óleo foi obtido, com base na equação 1 e o rendimento do óleo essencial obtido 

com a elicitação foi calculado pela Equação 2.  

 

 

 

 

Equação 1. Teor do óleo essencial obtido por meio da hidrodestilação de folhas de 

Achillea millefolium. Onde, TO corresponde ao teor de óleo essencial, PO é o peso do 

óleo obtido após a hidrodestilação e PA refere-se ao peso da amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TO (%) = (PO/PA) x 100 
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Equação 2. Rendimento do óleo essencial em folhas de Achillea millefolium. TO cont, 

corresponde ao teor do óleo em plantas controle, TO trat x ao teor do óleo em plantas do 

tratamento x, sendo ―x‖ representado pelos tratamentos com quitosana. MS cont, 

representa a massa seca das plantas controle e MS trat x representa a massa seca do 

tratamento x.  

 

As análises químicas do óleo essencial foram realizadas pela 

combinação de técnicas de Cromatografia de Fase Gasosa (CG) e de 

Cromatografia de Fase Gasosa acoplada à Espectrometria de Massa (CG/EM).  

Nas análises dos constituintes voláteis do óleo por Cromatografia de 

Fase Gasosa, foi utilizado um Cromatógrafo Agilent
®
 7890A, operado com 

sistema de processamento de dados HP GC ChemStation Ver. A.01.14, 

equipado com injetor/amostrador automático CombiPAL Autosampler System 

(CTC Analytic AG, Switzerland) e um detector de ionização de chama (DIC).  

As amostras foram preparadas, por meio da diluição do óleo essencial, 

em acetato de etila (1%, v/v). O volume de injeção da amostra foi de 1 µL, no 

modo Split a uma razão de injeção de 1:50. Foi utilizada a coluna capilar de 

sílica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x 250 µm de diâmetro interno x 

0,25 µm de espessura do filme) (Califórnia, EUA). Gás Hélio foi utilizado, para 

arraste com fluxo de 1,0 mL/min, as temperaturas do injetor e do detector foram 

mantidas em 240ºC. A temperatura inicial do forno foi de 60ºC, seguida por uma 

rampa de temperatura de 3ºC/min até 200ºC, seguida por uma rampa de 

10ºC/min até 270ºC, mantendo-se em condição isotérmica por 1 minuto. As 

concentrações dos constituintes voláteis foram expressas pela porcentagem 

média da área relativa dos picos cromatográficos ± o desvio padrão de três 

amostras analisadas por tratamento.  

((TO trat x) – (TO cont)) – (MS cont – MS trat x). (TO cont) 

                                          MS cont 
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As análises por CG/EM foram realizadas no Cromatógrafo Agilent
®
 

7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent
® 

MSD 5975C 

(Agilent Technologies, Califórnia, EUA), operado por ionização de impacto 

eletrônico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scans/s, com 

intervalo de aquisição de massas de 40-400 m/z. As condições operacionais 

foram as mesmas empregadas nas análises por CG-DIC.  

Os constituintes voláteis foram identificados por comparação dos seus 

índices de retenção relativos à coinjeção de uma solução padrão de n-alcanos 

(C9-C25, Sigma-Aldrich
®
, St. Louis, USA) e por comparação dos espectros de 

massa do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST SPEECH 

GROUP WEBSITE, 2008) e da literatura (ADAMS, 2007). Os índices de 

retenção foram calculados por meio da equação de Vandendool e Kratz (1963) e, 

para contribuições, foram consultados os índices de retenção da literatura 

(ADAMS, 2007; KOTAN et al., 2010). 

3.9 Delineamento experimental  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando 10 

repetições (uma planta por repetição), para as medidas de crescimento, 4 para as 

medições de trocas gasosas e 3 repetições para as demais análises. Os dados 

foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de 

Scott-Knott (p<0,05). As análises estatísticas foram realizadas pelo programa 

estatístico SISVAR versão 4.3 (FERREIRA, 1999). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1 Caracterização do crescimento  

As variáveis relacionadas ao crescimento apresentaram diferenças 

significativas após o tratamento com quitosana. Observou-se que a aplicação de 

quitosana, acima da concentração de 2 g L
-1

,
 
reduziu o número de folhas (Figura 

5A) e a área foliar (Figura 5B). No entanto, para o número de perfilhos, as 

plantas tratadas apenas com o solvente e quitosana, nas três concentrações, 

apresentaram valores reduzidos em relação ao controle (Figura 5A). 

 

Figura 5 - Variáveis de crescimento de Achillea millefolium após a imposição 

dos tratamentos: controle, solvente e quitosana nas concentrações 2, 

4 e 6 g L
-1

.  
 

 

Legenda: A- número de folhas e perfilhos; B- área foliar. Médias seguidas da mesma 

letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. 

 

Foi verificada uma redução significativa no acúmulo de biomassa seca 

na parte aérea e raiz, nos tratamentos com as maiores concentrações de 

quitosana (4 e 6 g L
-1

). Resultado similar foi encontrado, na massa seca total da 

planta, com exceção do rizoma, em que os tratamentos não diferiram entre si 

(Figura 6). 

(a) (b) 
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Os resultados da razão PA/R não apresentaram diferenças significativas 

entre os tratamentos com o eliciador e as plantas do controle (Figura 7).  

 

Figura 6 - Alocação de biomassa em Achillea millefolium após a imposiçao dos 

tratamentos: controle, solvente e quitosana nas concentrações 2, 4 e 6 

g L
-1

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Médias seguidas da mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott 

ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 7 - Razão parte aérea/raiz em Achillea millefolium após a imposição dos 

tratamentos: controle, solvente e quitosana nas concentrações 2, 4 e 6 

g L
-1

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Médias seguidas da mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott 

ao nível de 5% de probabilidade.  

 

A redução do crescimento das plantas, em função da aplicação do 

eliciador, está diretamente envolvida com a reprogramação nas rotas 

metabólicas. O mecanismo de ação do eliciador requer um aumento na demanda 

por energia e esqueletos de cabono, fornecidos pelo metabolismo primário 

(CHAMNANMANOONTHAM et al., 2015). Os produtos do metabolismo 

primário (esqueletos de carbono e ATP), que seriam investidos em processos 

básicos de crescimento, como alocação de biomassa, são destinados para as vias 

de síntese de compostos secundários, resultando na supressão temporária do 

crescimento (CHONG et al., 2005). Esse desvio de rotas metabólicas foi 

observado, no presente estudo, onde a redução do número de folhas, perfilhos, 

área foliar e massa seca, provavelmente, está relacionada com o maior 

investimento dos produtos metabólicos, na síntese de estruturas de defesa e 
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compostos secundários, o que resultou em um menor investimento nos processos 

de crescimento.  

A ação da quitosana, nos processos de crescimento e desenvolvimento, 

também, está associada à sua interação com hormônios vegetais específicos 

relacionados à defesa, como ácido jasmônico e ácido salicílico (IRITI et al., 

2010). Além disso, esse polissacarídeo interage com certos componentes de 

sinalização da rota de síntese das giberelinas e auxina, sendo este último grupo 

pela via independente do triptofano, o que resulta em alterações no balanço 

hormonal endógeno da planta, prejudicando o crescimento das plantas 

(UTHAIRATANAKIJ; SILVA; OBSUWAN, 2007). 

Corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho, 

Zaker et al. (2015) observaram que a ação dos eliciadores, no crescimento 

vegetal, tem uma relação dose-dependente e, também, varia com o tipo de 

eliciador utilizado. Nesse mesmo trabalho, o uso de polissacarídeos como a 

quitosana promoveu um efeito negativo sobre o crescimento radicular de 

Perovskia abrotanoides.  

Estudos realizados com suspensões celulares de Pueraria candolei, 

mostraram que a quitosana (50 mg L
-1

), aplicada na fase pré-exponencial da 

curva de crescimento, causou redução significativa no crescimento celular 

(KORSANGRUANG et al., 2010). Resultados semelhantes foram obtidos com 

Salvia miltiorrhiza, cujo efeito do eliciador suprimiu o crescimento, reduzindo o 

rendimento de biomassa em até 50%, em relação ao controle (ZHAO; ZHOU; 

WU, 2010). 

Apesar dos resultados obtidos no presente estudo, o eliciador quitosana é 

considerado um potencializador do crescimento vegetal, sendo, constantemente, 

utilizado para incrementar a produção em espécies agrícolas 

(UTHAIRATANAKIJ; SILVA; OBSUWAN, 2007). Em culturas como trigo, a 

quitosana, na concentração de 75 mg L
-1

 , promoveu um aumento no 
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crescimento e rendimento total da cultura (WANG et al., 2015). No arroz, o 

tratamento com quitosana (40 mg L
-1

; 80% de desacetilação e baixo peso 

molecular) estimulou, significativamente, o crescimento das mudas, em termos 

de massa fresca, peso seco, altura da planta e comprimento da raiz. 

Comprovando que a capacidade de induzir alterações no crescimento das plantas 

depende, também, de suas propriedades físico-químicas 

(CHAMNANMANOONTHAM et al., 2015). Em Gerbera jamesonii, a 

quitosana aumentou, de forma significativa, os valores médios de número e 

comprimento de flores, número de folhas, incluindo a altura e o comprimento 

das folhas (WANICHPONGPAN; SURIYACHAN; CHANDRKRACHANG, 

2001). 

Além dos seus efeitos no crescimento vegetal, a quitosana pode ser 

utilizada para aumentar a produção de metabólitos secundários específicos. A 

aplicação de quitosana, em espécies oleaginosas como o girassol, intensificou a 

síntese de metabólitos secundários bioativos, como fenilpropanoides, 

isoprenoides e compostos indólicos e aumentou, de forma expressiva, o 

crescimento e a produtividade da cultura (CHO; NO; PRINYAWIWATKUL, 

2008). 

4.2 Trocas gasosas  

A aplicação de quitosana na concentração de 4 g L
-1

 gerou melhores 

resultados de fotossíntese líquida (A), nos dois primeiros tempos de avaliação 

(2º e 7º dia), em relação aos outros tratamentos; com exceção apenas do 

solvente, o qual não diferiu, estatisticamente, do tratamento com 4 g L
-1

 no 

primeiro dia de avaliação. No 15º dia, os tratamentos com 2, 4 e 6 g L
-1

 de 

quitosana apresentaram maiores taxas fotossintéticas em relação ao controle e ao 

solvente (Figura 8A).  



42 

 

A condutância estomática (gs) foi maior nos tratamentos com 4 g L
-1 

de 

quitosana e, no solvente, no 2º dia, após elicitação. Entretanto, o tratamento com 

6 g L
-1 

de quitosana, na última avaliação, apresentou um decréscimo na 

condutância (Figura 8B) e no carbono interno (Ci) (Figura 8C), resultando, 

consequentemente, em uma menor razão Ci/Ca (Figura 8E). Os valores de 

transpiração não apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos 

(Figura 8D) e a eficiência instantânea do uso da água foi maior no controle (7º 

dia) e no tratamento com 6 g L
-1 

de quitosana no 15º dia após a elicitação (Figura 

8F).      
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Figura 8 -  Análises de trocas gasosas realizadas em folhas de A. millefolium nos 

tratamentos controle (sem elicitar), solvente (ácido acético 0,25%) e 

quitosana 2, 4 e 6 g L
-1

. 

 

Legenda: (a) atividade fotossintética (A), (b) condutância estomática (gs), (c) 

concentração intracelular de CO2 (Ci), (d) taxa de transpiração (E), (e) razão entre 

concentrações de CO2 intra/extracelular (Ci/Ca), (f) eficiência instantânea do uso da 

água (A/E). DAE: dias após elicitação. Os (*) indicam valores que diferiram 

significativamente dos demais tratamentos, pelo teste de Scott-Knot ao nível de 5% de 

probabilidade. 
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O aumento expressivo, na fotossíntese líquida, observado no tratamento 

com 4 g L
-1

 de quitosana, no 2º e 7º dia, pode estar relacionado com o aumento 

na demanda energética. A síntese de estruturas de defesa como tricomas e 

determinados metabólitos secundários requer grandes quantidades de ATP e 

esqueletos de carbono que serão utilizados, para construção dessas novas 

estruturas/moléculas e, para compensar o gasto energético, o metabolismo da 

planta intensifica os processos primários como fotossíntese e respiração. Em 

outras culturas como o quiabo, a aplicação sequencial de quitosana (125 ppm), 

também, aumentou a taxa fotossintética líquida da cultura (MONDAL et al., 

2012). Resultados similares foram observados em soja e milho, onde a aplicação 

de quitosana promoveu um aumento na fotossíntese líquida de 18% e 10% 

respectivamente (KHAN; PRITHIVIRAJ; SMITH, 2002). 

Além do seu efeito na fotossíntese, a quitosana é considerada um potente 

antitranspirante por promover o fechamento estomático. Desta forma, esse 

eliciador é capaz de aumentar a resistência estomática e reduzir a transpiração, 

melhorando, consequentemente, a eficiência do uso da água (LUDWIG et al., 

2010). A ação antitranspirante da quitosana é mediada pelo ABA, cuja síntese 

pode aumentar até três vezes após a aplicação foliar do eliciador (IRITI et al., 

2009). O mecanismo de fechamento estomático, dependente de ABA, está 

associado com alterações em sua rota de síntese, uma vez que a quitosana 

regula, positivamente, a dioxigenase 9-cis-epoxycarotenoide (NCED), uma 

enzima chave na biossíntese do ABA (IRITI et al., 2009; THOMPSON et al., 

2000). Além de aumentar os níveis endógenos do ABA, a quitosana induz um 

aumento no teor de H2O2 nas células guarda, um componente de sinalização 

necessário durante o mecanismo de fechamento estomático (IRITI et al., 2009; 

KOERS et al., 2011). 

Apesar de atuar, reduzindo a abertura estomática, as concentrações de 

quitosana, utilizadas no presente estudo, não promoveram redução na gs, apenas 
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o tratamento com 6 g L
-1

 de quitosana, no 15º após a elicitação, apresentou 

redução na condutância. O resultado observado para a gs pode estar relacionado 

com as concentrações utilizadas, as quais não foram suficientes para promover 

alterações no mecanismo de fechamento estomático.  

A aplicação de quitosana (0,15%), em folhas de feijão, reduziu a 

transpiração de forma similar aos antitranspirantes comerciais (LUDWIG et al., 

2010). Em Piper (Capsicum sp.), a quitosana (1 g L
-1

) induziu o fechamento 

estomático, o que resultou em uma menor condutância e transpiração, porém, 

mantendo a fotossíntese líquida semelhante ao controle. Neste estudo, a 

quitosana reduziu a perda de água, mantendo a produção de biomassa estável, 

sugerindo que o eliciador pode ser empregado na agricultura como um 

antitranspirante eficaz para otimizar o uso da água (BITTELLI et al., 2001). 

Apesar dos resultados descritos na literatura, a aplicação de quitosana (2 

e 4 g L
-1

) em folhas de Achillea não promoveu grandes alterações nos valores de 

condutância, transpiração e uso eficiente da água. Esses resultados podem estar 

relacionados com as concentrações empregadas e com o curto tempo de 

exposição ao eliciador, uma vez que alguns dos trabalhos, que utilizaram a 

quitosana com a finalidade de antitranspirante, realizaram aplicações 

sequenciais.  

Os resultados aqui obtidos confirmam que houve um desvio de rotas 

metabólicas, pois os produtos, formados pelo processo de fotossíntese, foram 

direcionados para a síntese de componentes de defesa. Esse desvio de rotas 

metabólicas foi, claramente, observado no tratamento com 4 g L
-1

 de quitosana, 

onde houve um aumento significativo na fotossíntese líquida, porém, as plantas 

apresentaram redução no crescimento, provavelmente, porque os produtos, 

provenientes da fotossíntese, foram investidos no mecanismo de defesa da 

planta.  
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4.3 Quantificação dos anexos da epiderme  

A densidade estomática na face adaxial da folha não sofreu alterações, 

em função da aplicação do eliciador, visto que não houve diferenças 

significativas nessa característica entre os tratamentos (Figura 9A-F). No 

entanto, na face abaxial da folha, foi observado um aumento significativo na 

densidade estomática no tratamento com 4 g L
-1

 de quitosana (Tabela 1). Os 

demais tratamentos não apresentaram diferenças significativas em relação ao 

controle (Figura 10A-F).  

 

Tabela 1 -  Caracterização da superfície foliar de A. millefolium L. após a 

aplicação de diferentes concentrações de quitosana.  

Tratamentos  

(quitosana) 

DE  

(adaxial) 

DE  

(abaxial) 

Controle  10,37 a 102,86 b 

Solvente 15,56 a 99,02 b 

2 g L
-1

 14,52 a 91,36 b 

4 g L
-1

 13,66 a 123,77 a 

6 g L
-1

 15,30 a 97,50 b 

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-

knott ao nível de 5% de probabilidade. DE: densidade de estômatos (nº estômatos/mm
2
).  

 

Os estômatos são anexos epidérmicos que desempenham um papel 

relevante no processo fotossintético, garantindo a adaptação das plantas em 

diferentes ecossistemas e condições climáticas. Eles regulam as trocas gasosas 

da planta, com o ambiente externo, com entrada do CO2 no mesofilo foliar e 

saída de vapor de água para atmosfera (CHAERLE; SAIBO; STRAETEN, 

2005). 

O controle da abertura e fechamento estomático é uma estratégia 

fisiológica imediata que permite alterar a condutância estomática em função das 

condições ambientais (ROELFSEMA; HEDRICH, 2005). Uma segunda 

estratégia, utilizada pelas plantas, para adaptar às condições ambientais 

prolongadas, é a modulação na frequência de desenvolvimento dos estômatos. 
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Alterações na frequência dos estômatos podem ocorrer tanto pelo aumento 

quanto pela redução na densidade estomática por unidade de área foliar 

(CASSON; GRAY, 2008). 

Estímulos externos como luz, concentração de CO2 e moléculas 

sinalizadoras endógenas como hormônios (GA, etileno), peptídeos e RNAs 

podem modular a frequência estomática na folha (CASSON; GRAY, 2008). A 

alteração, na frequência dos estômatos, é desencadeada pela percepção e 

transdução dos sinais ambientais. Folhas maduras são responsáveis por detectar 

as alterações, nas condições ambientais e gerar um sinal de longa distância, que 

é percebido pelas folhas jovens as quais irão direcionar a frequência estomática. 

(CASSON; GRAY, 2008; CASSON; HETHERINGTON, 2010). 

Embora os fatores ambientais e moléculas sinalizadoras como a 

quitosana sejam conhecidos, por afetar a abertura estomática, muito pouco se 

sabe sobre os seus efeitos na frequência de desenvolvimento dos estômatos 

(CASSON; GRAY, 2008). O desenvolvimento das células estomáticas é 

regulado por diferentes mecanismos fisiológicos, variáveis como trocas gasosas 

possuem uma correlação direta com o índice estomático. Em Populus 

trichocarpa, a condutância estomática de folhas maduras apresentou um forte 

efeito regulador sobre a densidade estomática de folhas em expansão 

(MIYAZAWA; LIVINGSTON; TURPIN, 2006). 

Deste modo, é provável que outros fatores que influenciam a 

condutância estomática como a quitosana, tenham influenciado a densidade de 

estômatos de folhas em desenvolvimento. A densidade estomática foi maior no 

tratamento com 4 g L
-1

 de quitosana, na face abaxial e o aumento dessa variável 

pode estar relacionado com a maior conduntância obtida após a aplicação do 

eliciador.  
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Figura 9 -  Eletromicrografias de varredura das superfícies adaxial do limbo 

foliar de Achillea millefolium. 

Legenda: A e B- Controle. C- Solvente. D- 2 g L
-1

 de quitosana. E- 4 g L
-1

 de quitosana. 

F- 6 g L
-1

 de quitosana. Setas grandes indicam tricomas tectores, asterisco indica tricoma 

glandular e setas pequenas indicam estômatos.  

 

 

 

 

 

 



49 

 

Figura 10 -  Eletromicrografias de varredura das superfícies abaxial do limbo 

foliar de Achillea millefolium. 

 
Legenda: A e B- Controle. C- Solvente. D- 2 g L

-1
 de quitosana. E- 4 g L

-1
 de quitosana. 

F- 6 g L
-1

 de quitosana. Seta grande indica tricoma tector, asteriscos indicam tricomas 

glandulares e setas pequenas indicam estômatos.  

 

A densidade de tricomas glandulares e tectores foi, diretamente, 

influenciada pela aplicação do eliciador. Na região adaxial da folha, a densidade 

de tricomas tectores foi maior no tratamento com o solvente e reduziu, 
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drasticamente, nos tratamentos com 2 e 4 g L
-1

 de quitosana. Em contrapartida, a 

densidade de tricomas glandulares foi maior nos tratamentos com 2 e 4 g L
-1

 de 

quitosana, respectivamente (Tabela 2).  

Na superfície abaxial, o número de tricomas tectores foi maior nos 

tratamentos com 2 e 6 g L
-1

 de quitosana, os demais tratamentos não 

apresentaram diferenças significativas. A densidade de tricomas glandulares foi 

maior nas plantas elicitadas com 4 e 6 g L
-1

 de quitosana (Tabela 2).  

 

Tabela 2 -  Caracterização da superfície foliar de A. millefolium L. após a 

aplicação de diferentes concentrações de quitosana.  

Tratamentos  

(quitosana) 

Adaxial  Abaxial  

DTT DTG DTT DTG 

Controle  7,79 b 0,79 c        0,46 b 2,40 b 

Solvente 9,77 a 0,95 c 0,37 b 2,03 b 

2 g L
-1

 5,50 c 2,12 b 1,67 a 1,91 b 

4 g L
-1

 2,40 d 2,98 a 0,76 b 3,05 a 

6 g L
-1

 7,97 b 0,32 c 1,51 a 2,89 a 

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-

knott ao nível de 5% de probabilidade. DTT: densidade de tricomas tectores (nº 

tricomas/mm
2
), DTG: densidade de tricomas glandulares (nº tricomas/mm

2
).  

 

Os tricomas fazem parte de duas linhas de defesa nas plantas, a primeira 

corresponde aos mecanismos constitutivamente expressos e a segunda àqueles 

que são induzidos após o ataque de um herbívoro ou patógeno (GLAS et al., 

2012). As respostas induzidas envolvem alterações bioquímicas no metabolismo 

secundário como, por exemplo, o reforço de lignina nas paredes celulares, 

redução na qualidade nutricional da planta, emissão de compostos voláteis e 

aumento na densidade de estruturas de defesa como tricomas (BOUGHTON; 

HOOVER; FELTON, 2005; TRAW; BERGELSON, 2003). Danos mecânicos 

ou ataques de herbívoros/patógenos ativam os mecanismos de defesa da planta 

incluindo o aumento na via de biossíntese do ácido jasmônico (JA). O JA altera 
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a expressão dos genes de defesa, além de estar ligado com a síntese e 

desenvolvimento dos tricomas e, parte do mecanismo de ação da quitosana, 

envolve a ativação da via de síntese do JA, o que resulta no aumento da 

densidade de tricomas nas folhas recém-formadas (GOZZO; FAORO, 2013; 

KANT et al., 2004; TRAW; DAWSON, 2002). 

A aplicação exógena de outros eliciadores como o metil jasmonato altera 

de forma expressiva a densidade de tricomas em folhas jovens. Por exemplo, 

plantas de Solanum lycopersicum (tomate), tratadas com metil jasmonato (7,5 

mM), aumentaram cerca de nove vezes a densidade de tricomas glandulares em 

relação ao controle (BOUGHTON; HOOVER; FELTON, 2005). Em 

Arabidopsis thaliana, o tratamento com JA, também, aumentou, 

significativamente, o número de tricomas glandulares, ao passo que o ácido 

salicílico diminuiu o número de tricomas (TRAW; BERGELSON, 2003). 

Estímulos com estresses adversos tais como, danos mecânicos, aplicação 

de NaCl e H2O2, também, alteram a densidade de tricomas em folhas novas 

(KJAER; GREVSEN; JENSEN, 2012). Tendo em vista a influência dessas 

formas de estresse, o aumento na densidade de tricomas tectores, no tratamento 

com o solvente (face adaxial), pode estar relacionado com a ativação dos 

mecanismos de defesa, em função do estresse gerado, após a aplicação do ácido 

na superfície foliar.  

O uso de polissacarídeos como a quitosana tem apresentado resultados 

promissores para estimular o aumento de tricomas tectores e glandulares. A 

aplicação de quitosana (200 mg L
-1

), em folhas de Artemisia annua em 

desenvolvimento, promoveu um aumento significativo na densidade de tricomas 

glandulares (KJAER; GREVSEN; JENSEN, 2012). De maneira semelhante, os 

tratamentos com quitosana (2, 4 e 6 g L
-1

), utilizados neste trabalho, 

aumentaram, significativamente, a densidade de ambos os tricomas, destacando 

o tratamento com 4 g L
-1

 de quitosana. Essa concentração aplicada foi ideal para 
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estimular o aumento na densidade de tricomas glandulares tanto na face adaxial 

quanto na abaxial.  

Os tratamentos com 2 e 4 g L
-1

 de quitosana apresentaram resultados 

contrastantes na densidade de tricomas tectores e glandulares, ao passo que a 

densidade de tricomas glandulares aumentou, a densidade de tricomas tectores 

reduziu de forma expressiva. Esse padrão de resposta é conhecido como ―trade-

off‖ e implica que a alocação de recursos para um tipo de defesa ocorre à custa 

de outros mecanismos de defesas (ROJO; SOLANO; SANCHEZ-SERRANO, 

2003). 

O desvio de recursos, entre os mecanismos de defesa, já foi verificado 

após a aplicação de outros eliciadores como os jasmonatos. Em tomate, o JA 

induziu a expressão do gene que codifica a enzima anti-herbivoria polifenol-

oxidase, mas reduziu a expressão dos genes que codificam as proteínas PR 

relacionadas com patogênese (THALER et al., 1999). A resposta de trade-off, 

entre dois tipos de tricomas, foi, também, observada em poaceae, em que a 

aplicação de metil jasmonato (0,4 mM) promoveu o aumento na densidade de 

tricomas glandulares, porém, reduziu o número de glândulas de sal, um outro 

tipo de tricoma envolvido na tolerância à salinidade (KOBAYASHI; YANAKA; 

IKEDA, 2010). 

Apesar de tricomas glandulares e tectores fazerem parte do mecanismo 

de defesa, ambos apresentaram resultados contrastantes em relação à densidade 

e isto pode estar relacionado com a especifidade de defesa de tais estruturas. Os 

tricomas glandulares estão mais relacionados com a proteção contra agentes 

patogênicos. Já os tricomas tectores são importantes na defesa contra insetos 

herbívoros. Neste caso, o aumento de tricomas glandulares, em detrimento dos 

tectores, pode estar relacionado com os mecanismos de sinalização da quitosana. 

Esses resultados confirmam, mais uma vez, que os produtos, formados durante o 

processo fotossintético, foram direcionados para a síntese de estruturas de defesa 
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como os tricomas glandulares, por esse motivo, o aumento da fotossíntese 

líquida não foi acompanhado por um aumento no crescimento da planta.  

4.4 Análise da atividade do sistema antioxidante enzimático e atividade da 

fenilalanina amônia-liase (PAL) 

A aplicação de quitosana promoveu aumento na atividade de todas as 

enzimas do sistema antioxidante. Com relação à atividade da Dismutase do 

superóxido (SOD), observou-se que, no 1º dia após a elicitação das plantas, os 

tratamentos com o solvente e quitosana (2 e 6 g L
-1

) promoveram um aumento 

na atividade da enzima em relação ao controle (Figura 11). No entanto, as 

plantas tratadas com 4 g L
-1 

de quitosana foram as que apresentaram a maior 

atividade da SOD.  No 2º dia após a elicitação, houve uma redução na atividade 

da SOD no tratamento com 4 g L
-1 

de quitosana, o qual apresentou valores 

semelhantes ao controle. Entretanto, os tratamentos, com 2 e 6 g L
-1 

de 

quitosana, apresentaram os maiores valores da atividade da SOD.  

No 3º dia após a elicitação, foi verificado um aumento na atividade da 

SOD, nas plantas tratadas com 4 g L
-1

 de quitosana, em relação ao período 

anterior, além disso, esse tratamento promoveu maior atividade da enzima em 

relação aos demais tratamentos. Ressalta-se, ainda, que o tratamento com 6 g L
-1

 

de quitosana manteve-se constante, quando comparado ao período anterior e 

apresentou maior valor de atividade da SOD, em contraste com os tratamentos 

controle, solvente e 2 g L
-1 

de quitosana. No 7º dia de elicitação, a atividade da 

SOD reduziu nos tratamentos com 4 e 6 g L
-1

 de quitosana, em relação ao 

período de 3 dias, porém as plantas, tratadas com 4 g L
-1 

de quitosana, exibiram 

maior atividade da enzima quando comparado com os demais tratamentos. As 

plantas tratadas com 6 g L
-1

 apresentaram redução na atividade da SOD, com 

valores iguais ao controle. Os tratamentos com 2 g L
-1

 de quitosana e o solvente 

apresentaram valores de atividade semelhantes (Figura 11).  
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Figura 11 - Atividade específica da Dismutase do superóxido (SOD) em folhas 

de A. millefolium. 

 

  

 

 

 

Legenda: DAE: dias após elicitação. Letras maiúsculas comparam dentro de cada tempo 

e letras minúsculas comparam o tratamento ao longo do tempo. Médias seguidas da 

mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de 

probabilidade. 

 

Com relação à Catalase (CAT), no 1º dia após a elicitação, todos os 

tratamentos com quitosana e o solvente promoveram aumento em sua atividade 

em relação ao controle (Figura 12). Entretanto, os tratamentos com 2 e 4 g L
-1 

de 

quitosana promoveram maior atividade da enzima. No 2º dia de elicitação, foi 

observado um aumento na atividade da CAT, nas plantas tratadas com 6 g L
-1 

de 

quitosana, atingindo valores iguais ao tratamento com 2 g L
-1 

de quitosana. 

Resultados contrários foram observados, para as plantas do tratamento com 4 g 

L
-1 

de quitosana, pois apresentaram uma redução na atividade da CAT, com 

valor semelhante ao controle.  

No 3º dia de elicitação, houve um aumento significativo na atividade da 

CAT, em plantas tratadas com 4 g L
-1 

de quitosana, em relação a todos os 

tempos de avaliação , em todos os tratamentos nesse mesmo período. Além 
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disso, observou-se que as plantas tratadas com 6 g L
-1 

de quitosana apresentaram 

valores de atividade da CAT iguais aos encontrados no 2º dia após a elecitação. 

Desta forma, os tratamentos com 4 e 6 g L
-1 

de quitosana apresentaram maior 

atividade da CAT quando comparados com o solvente e 2 g L
-1 

de quitosana. No 

7º dia após a elicitação, foi verificada uma redução na atividade da CAT, nos 

tratamentos com 2, 4 e 6 g L
-1 

de quitosana, em relação aos períodos anteriores, 

atingindo valores iguais ao controle (Figura 12).  

 

 

Figura 12 - Atividade específica da Catalase (CAT) em folhas de A. Millefolium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: DAE: dias após elicitação. Letras maiúsculas comparam dentro de cada tempo 

e letras minúsculas comparam o tratamento ao longo do tempo. Médias seguidas da 

mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de 

probabilidade.  

 

Em relação à atividade da Peroxidase do ascorbato (APX), no 1º dia de 

elicitação, os tratamentos com quitosana e solvente promoveram um aumento 

significativo na atividade dessa enzima, em relação a plantas do controle (Figura 

13). Entretanto, o tratamento com 4 g L
-1 

de quitosana foi o que apresentou 
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maior atividade da APX. No 2º dia após a elicitação, as plantas tratadas com 

quitosana (2, 4 e 6 g L
-1

) exibiram maior atividade da APX em relação às plantas 

do controle e do solvente. Além disso, pode-se observar que as plantas tratadas 

com 2 e 6 g L
-1

 de quitosana apresentaram um incremento na atividade da APX 

em comparação com o período anterior.  

No 3º dia após a elicitação, as plantas tratadas com 6 g L
-1

 de quitosana 

apresentaram um aumento na atividade da APX em relação a todos os tempos 

analisados e aos demais tratamentos nesse período. No entanto, os tratamentos 

controle, solvente e quitosana 2 e 4 g L
-1 

exibiram valores constantes da 

atividade dessa enzima. No 7º dia após a elicitação, constatou-se uma redução na 

atividade da APX, em plantas tratadas com 6 g L
-1

 de quitosana, em relação ao 

3º dia de elicitação, atingindo (no 7º dia) valores iguais aos das plantas tratadas 

com 4 g L
-1 

de quitosana. Observou-se, ainda, um aumento na atividade da APX 

em plantas tratadas com 2 g L
-1 

de quitosana, as quais apresentaram maior 

atividade da enzima nesse período de avaliação (Figura 13).  
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Figura 13 - Atividade específica da Peroxidase do ascorbato (APX) em folhas de 

A. Millefolium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: DAE: dias após elicitação. Letras maiúsculas comparam dentro de cada tempo 

e letras minúsculas comparam o tratamento ao longo do tempo. Médias seguidas da 

mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de 

probabilidade.  

 

Além das alterações na atividade das enzimas do sistema antioxidante, 

os tratamentos com quitosana influenciaram nos níveis de H2O2 (Figura 14). No 

1º dia após a elicitação, foi possível verificar um aumento nos níveis de H2O2 no 

tratamento com 2 g L
-1 

de quitosana, seguido do tratamento com 4 g L
-1 

de 

quitosana. As plantas do controle, solvente e quitosana 6 g L
-1 

não apresentaram 

diferenças significativas nos níveis de H2O2. No 2º dia após a elicitação, as 

plantas, tratadas com 4 g L
-1 

de quitosana, apresentaram um aumento nos níveis 

de H2O2, em relação ao período anterior e esse tratamento promoveu um maior 

acúmulo de H2O2 nesse período. Além disso, as plantas, que foram elicitadas 

com 2 g L
-1 

de quitosana, apresentaram níveis de H2O2 reduzidos, com valores 

iguais às plantas tratadas com solvente e 6 g L
-1 

de quitosana.  

No 3º dia após a elicitação, as plantas tratadas com 4 e 6 g L
-1 

de 

quitosana apresentaram níveis de H2O2 reduzidos, enquanto aquelas tratadas 
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com solvente e 2 g L
-1 

de quitosana exibiram um aumento nos níveis de H2O2 em 

comparação com o período anterior. Portanto, nesse período, os maiores níveis 

de H2O2 foram observados nas plantas tratadas com solvente e 2 g L
-1 

de 

quitosana. No 7º dia decorrente à elicitação, os níveis de H2O2, em todos os 

tratamentos, foram reduzidos a valores iguais ao controle (Figura 14).  

 

Figura 14 - Teor de peróxido de hidrogênio (H2O2) em folhas de A. Millefolium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Legenda: DAE: dias após elicitação. Letras maiúsculas comparam dentro de cada tempo 

e letras minúsculas comparam o tratamento ao longo do tempo. Médias seguidas da 

mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de 

probabilidade.  

 

Quanto aos valores de peroxidação lipídica, no 1º dia após a elicitação, 

as plantas tratadas com quitosana apresentaram níveis elevados de 

malondialdeído sem diferenças entre si (Figura 15). O mesmo comportamento 

foi observado no 2º dia de elicitação. No entanto, as plantas tratadas com 6 g L
-1

 

de quitosana reduziram os níveis de peroxidação em relação ao período anterior. 

No 3º dia de elicitação, as plantas tratadas com 4 g L
-1

 de quitosana 

apresentaram redução na peroxidação lipídica, com valores semelhantes ao 
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controle, enquanto o tratamento com o solvente apresentou valores iguais aos 

das plantas tratadas com 2 g L
-1

 de quitosana. No 7º dia após a elicitação, foi 

observado um reajuste metabólico, uma vez que a peroxidação lipídica, em 

todos os tratamentos, foi reduzida aos níveis do controle. Portanto, a elicitação 

provocou danos na célula, nos primeiros dias após a aplicação do eliciador e, 

provavelmente, do 7º dia em diante os danos foram reparados e a homeostase 

redox da célula controlada.  

 

Figura 15 - Peroxidação lipídica em folhas de A. millefolium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: DAE: dias após elicitação. Letras maiúsculas comparam dentro de cada tempo 

e letras minúsculas comparam o tratamento ao longo do tempo. Médias seguidas da 

mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de 

probabilidade. 
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O tratamento com quitosana promoveu aumento na atividade das 

enzimas do sistema antioxidante, nos níveis de H2O2 e peroxidação lipídica, 

principalmente, no tratamento com 4 g L
-1

. É importante ressaltar que o acúmulo 

de H2O2 e o aumento da atividade das enzimas do sistema antioxidante são 

eventos desencadeados pela aplicação de quitosana (LEI et al., 2011). 

Após a elicitação, ocorre a percepção do eliciador pelo receptor 

específico de membrana e a ligação ao receptor ativa uma complexa cascata de 

sinalização (AGURLA; GAYATRI; RAGHAVENDRA, 2014; HANN et al., 

2014) envolvendo a ativação da enzima NADPH-oxidase. Essa enzima é 

responsável pela redução do O2 molecular ao ânion superóxido (O2
*-
) que, 

posteriormente, é desmutado pela SOD a H2O2, promovendo uma explosão 

oxidativa, esse é o ponto inicial da rota de transdução de sinal (LEHMANN et 

al., 2015). 

Como parte do mecanismo de sinalização, ocorre a abertura dos canais 

de cálcio e o influxo transitório de cálcio, esse mensageiro secundário 

juntamente com H2O2 ativam a enzima óxido nítrico sintase. O Ca
2+

, óxido 

nítrico e H2O2 são sinalizadores que ativam a cascata de MAP kinases, alterando 

a expressão de genes relacionados à síntese de enzimas hidrolíticas, lignina e 

compostos secundários importantes no mecanismo de defesa da planta como 

flavonoides, taninos e determinados terpenos (AGURLA; GAYATRI; 

RAGHAVENDRA, 2014; LEHMANN et al., 2015). 

No entanto, após a geração da resposta, é necessário o reajuste 

metabólico dos níveis de EROs e esse reajuste é conseguido pela ação das 

enzimas do sistema antioxidante SOD, CAT e APX. A SOD possui uma dupla 

função, durante a elicitação, pois essa enzima é importante, para amplificação do 

sinal pela formação do H2O2 e, também, é responsável por eliminar o O2
*-

. O 

superóxido é uma EROs altamente reativa que pode promover diversos danos à 

célula, assim como o H2O2 que, apesar de ser um sinalizador em baixas 
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concentrações, em altas concentrações ele pode reagir com membranas lipídicas, 

proteínas e ácidos nucleicos, resultando em sérios danos fisiológicos 

(MITTLER, 2002). 

Assim, após a amplificação da resposta, ocorre um aumento na atividade 

das enzimas CAT e APX, as quais convertem o H2O2 a H2O e O2, livrando 

rapidamente a célula do efeito danoso dessas EROs. Como observado neste 

trabalho, no 1º dia após a elicitação, houve um aumento na atividade da SOD 

nos tratamentos com quitosana, principalmente, nas plantas tratadas com 4 g L
-1

, 

seguido de uma queda no 2º dia e mantendo-se novamente alta até o 7º dia de 

elicitação. Esses resultados são semelhantes aos observados em Artemisia 

annua, em que a aplicação foliar de quitosana promoveu um aumento na 

atividade da SOD e no acúmulo de H2O2 nas primeiras horas após a elicitação 

(LEI et al., 2011). 

Isso explica o padrão observado, para o comportamento da CAT, a qual 

teve sua atividade aumentada em concentrações mais altas de H2O2 que, por sua 

vez, é gerado pela SOD. Assim, o aumento na atividade da CAT promoveu, de 

modo geral, redução nos níveis de H2O2, o que justifica a atividade da APX que 

se manteve, praticamente, constante em todos os períodos analisados, pois essa 

enzima atua em baixas concentrações de H2O2. Semelhante ao observado neste 

trabalho, Lei et al. (2011) verificaram um aumento na atividade da CAT 

juntamente com a APX, 24 horas após a aplicação de quitosana em Artemisia 

annua. Pode-se observar, ainda, que a atividade das enzimas do sistema 

antioxidante foi eficiente, para o ajustamento redox da célula, conseguido no 7º 

dia após a elicitação, pois, nesse período, os níveis de peróxido e peroxidação 

lipídica foram iguais aos encontrados nas plantas do controle.  

Esses resultados podem justificar o aumento no teor do óleo essencial, 

encontrado nas plantas elicitadas com 4 g L
-1

 de quitosana, uma vez que essa 

concentração promoveu um maior teor de H2O2 e, consequentemente, a ativação 
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dos mecanismos de defesa de forma eficaz. Além disso, a concentração de 4 g L
-

1
 de quitosana promoveu maior indução do sistema de defesa contra os danos 

oxidativos, constatado pelo aumento na atividade das enzimas do sistema 

antioxidante e menor peroxidação lipídica, o que pode ter corroborado para o 

melhor desempenho fisiológico dessas plantas quanto à produção de compostos 

de defesa voláteis.  

A atividade da fenilalanina amônia-liase (PAL) foi influenciada pela 

aplicação de quitosana (Figura 16). O tratamento com 4 g L
-1

 de quitosana 

proporcionou maior atividade da PAL durante três tempos de avaliação (1º, 3º e 

7º dia). Nos demais tratamentos (2 e 6 g L
-1

), a atividade da enzima foi menor. 

Esses resultados demonstram que a concentração de 4 g L
-1

 foi eficaz para 

promover o aumento de sua atividade.  
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Figura 16 -  Atividade da Fenilalanina amônia-liase (PAL) em folhas de A. 

Millefolium. 

 

Legenda: DAE: dias após elicitação. Letras maiúsculas comparam dentro de cada tempo 

e letras minúsculas comparam o tratamento ao longo do tempo. Médias seguidas da 

mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de 

probabilidade. 

 

A PAL está relacionada com a síntese de vários compostos fenólicos, 

especialmente fenóis que atuam como antioxidantes. O aumento na atividade da 

PAL, nos tratamentos com quitosana, pode ter induzido um aumento no 

conteúdo dos fenóis totais, os quais auxiliam na remoção das EROs e no 

controle da homeostase redox da célula, além de fazerem parte dos mecanismos 

de defesa da planta acionados pela quitosana. Os resultados obtidos, no presente 

estudo, são corroborados pelos trabalhos realizados por Mandal (2010) e 

Sedigheh et al. (2012), em que a aplicação de quitosana promoveu um aumento 

na atividade da PAL. 
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4.5 Produção e composição química do óleo essencial  

O teor do óleo essencial foi influenciado pela aplicação do eliciador. O 

maior teor de óleo foi obtido no tratamento com 4 g L
-1

 de quitosana. Os demais 

tratamentos não apresentaram diferenças significativas em relação ao controle 

(Figura 17).  

 

Figura 17 -  Teor do óleo essencial (%) de A. millefolium L. após a aplicação de 

diferentes concentrações de quitosana (2, 4 e 6 g L
-1

), 90 dias após 

o transplante das mudas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda: Médias seguidas da mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott 

ao nível de 5% de probabilidade. 

 

Em relação ao rendimento do óleo essencial, notou-se que o 

tratamento com 4 g L
-1 

de quitosana proporcionou um rendimento de 

0,09% de óleo (Equação 3). Isso indica que, apesar desse tratamento ter 

promovido redução no crescimento da parte área de Achillea millefolium 

em 21%, quando comparado com plantas do controle, ele apesentou um 
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rendimento de 0,09% de óleo essencial em relação a plantas controle. 

Portanto, o tratamento com 4 g L
-1

 de quitosana foi eficiente na promoção 

do aumento do rendimento do óleo essencial de Achillea millefolium.  

 

 

 
 

 

 

Equação 3. Rendimento do óleo essencial em folhas de Achillea millefolium tratadas 

com 4 g L
-1

 de quitosana. TO cont, corresponde ao teor do óleo em plantas controle, TO 

trat x ao teor do óleo em plantas do tratamento x, sendo ―x‖ representado pelo 

tratamento com 4 g L
-1

 de quitosana, uma vez que esse tratamento induziu maior teor de 

óleo essencial. MS cont, representa a massa seca das plantas controle e MS trat x 

representa a massa seca do tratamento x, em que ―x‖ foi representado com as plantas do 

tratamento com 4 g L
-1

 de quitosana.  

 

Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), vários fatores bióticos, abióticos e 

intrínsecos da planta podem afetar o conteúdo final de metabólitos secundários, 

em plantas medicinais, tais como o estádio de desenvolvimento, tipo de órgão, 

biociclo vegetal, temperatura, radiação, disponibilidade hídrica, danos 

mecânicos e moléculas eliciadoras.  

O aumento no teor do óleo essencial, no tratamento com 4 g L
-1

 de 

quitosana, está relacionado com os demais parâmetros fisiológicos observados, 

tais como, a redução do crescimento e o aumento da taxa fotossintética. Apesar 

da redução no crescimento, houve um aumento inicial na taxa fotossintética 

líquida, indicando que os esqueletos de carbono e ATP, formados no processo 

fotossintético, provavelmente, foram direcionados para as folhas em 

desenvolvimento, em que foram utilizados, na síntese de estruturas de defesa, 

bem como dos metabólitos secundários que constituem o óleo essencial.  

O aumento da produção do óleo, nesse tratamento, também, pode estar 

relacionado com o aumento na densidade de tricomas glandulares, uma vez que 

((0,26%) – (0,14%)) – (3,85g – 3,03g). (0,14%) = 0,09% 

                 3,85g 
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a produção do óleo essencial, geralmente, está associada à presença de estruturas 

secretoras especializadas, tais como tricomas glandulares, responsáveis por 

sintetizar e armazenar os constituintes do óleo (GLAS et al., 2012; LANGE, 

2015). 

Ao contrário do observado no presente estudo, em Piper mollicomum, a 

aplicação de quitosana (10 g L
-1

) reduziu o teor de óleo essencial nas folhas e 

raízes, enquanto a menor concentração (2,5 g L
-1

) não alterou o teor do óleo nas 

folhas, mas aumentou nas raízes (DOUSSEAU, 2013). O uso de outros 

eliciadores como Metil jasmonato e nanopartículas de prata em folhas de A. 

millefolium promoveu um aumento no teor do óleo essencial e alterou os 

constituintes voláteis do óleo (GHANATI et al., 2014). Alterações no teor do 

óleo essencial estão associadas à plasticidade fisiológica da planta, que busca 

intensificar ou reduzir as rotas de síntese de compostos necessários a uma 

condição específica, como, por exemplo, durante o ataque de fungos 

patogênicos. A síntese de compostos como o borneol e β-cariofileno é 

intensificada, pois esses metabólitos atuam como agentes antimicrobianos 

naturais.  

A composição química do óleo essencial de Achillea millefolium é 

bastante complexa, a análise de cromatografia gasosa possibilitou a identificação 

de 40 compostos voláteis, totalizando 95,17% do total dos constituintes (Tabela 

3). O número dos constituintes, presentes no óleo, manteve-se, praticamente, 

constante entre os tratamentos. Dentre os compostos identificados, apenas o 

isobiciclogermacrenal e o eugenol foram encontrados nos tratamentos com 

quitosana e não estavam presentes no controle.  

Os compostos majoritários (com áreas relativas maiores que 2%) 

encontrados no óleo foram: borneol (4,41-5,35%), β-cariofileno (5,47-6,52%), β-

cubebeno (16,66-21,15), α-farneseno (2,84-3,69%) e o camazuleno (30,07-

40,52%). Esses constituintes apresentaram diferenças quantitativas entre os 
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tratamentos com diferentes concentrações de quitosana (Tabela 4). Os principais 

compostos majoritários, presentes no óleo, incluem monoterpenos (borneol) e 

sesquiterpenos (β-cariofileno, β-cubebeno, α-farneseno, camazuleno).  

Dentre os compostos majoritários, o maior teor de borneol (5,35% e 

5,02%) foi observado no tratamento com 2 e 4 g L
-1

 de quitosana. O β-

cariofileno apresentou maior teor (6,52%) nas plantas do controle. O β-cubebeno 

e α-farneseno apresentaram maiores concentrações (21,15 e 3,69%, 

respectivamente) no tratamento com o solvente e o camazuleno (40,52%) no 

tratamento com 6 g L
-1

 de quitosana. Portanto, a aplicação do eliciador e, 

inclusive, do solvente promoveram alterações expressivas nas concentrações dos 

constituintes majoritários presentes no óleo.  
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 Tabela 3 -  Constituição química do óleo essencial de folhas de Achillea millefolium L. após a aplicação de diferentes  

concentrações de quitosana (área % ± DP). Lavras, 2016.   (Continua) 

Tratamentos (área %) 

    Quitosana (g L
-1

) 

Compostos (%) IR
1
 Controle Solvente 2 g L

-1
 4 g L

-1
 6 g L

-1
 

Sabineno 972 0,34 ± 0,17 2,57 ± 1,56 0,21 ± 0,08 0,12 ± 0,04 — 

Octen-3-ol 976 0,73 ± 0,10 0,83 ± 0,19 0,76 ± 0,05 0,73 ± 0,24 0,48 ± 0,02 

1,8-Cineol 1030 0,79 ± 0,31 1,23 ± 0,57 0,85 ± 0,20 0,62 ± 0,21 0,47 ± 0,02 

ɣ-Terpineno 1057 0,28 ± 0,11 0,42 ± 0,20 0,30 ± 0,08 0,20 ± 0,07 0,17 ± 0,01 

Hidrato de cis Sabineno 1065 0,81 ± 0,06 0,68 ± 0,05 0,78 ± 0,04 0,69 ± 0,24 0,68 ± 0,03 

Hidrato de trans Sabineno 1098 0,65 ± 0,10 0,67 ± 0,02 0,76 ± 0,01 0,65 ± 0,16 0,60 ± 0,01 

Borneol  1164 4,73 ± 0,14 4,59 ± 0,22 5,35 ± 0,01 5,02 ± 0,55 4,41 ± 0,01 

Terpinen-4-ol 1176 1,38 ± 0,06 1,33 ± 0,06 1,81 ± 0,19 1,11 ± 0,17 1,21 ± 0,17 

α-Terpineol 1190 1,47 ± 0,20 1,45 ± 0,04 1,74 ± 0,09 1,51 ± 0,13 1,21 ± 0,02 

Acetato de Bornila 1285 0,27 ± 0,05 0,32 ± 0,03 0,35 ± 0,01 0,32 ± 0,05 0,28 ± 0,01 

Eugenol 1356 — 0,15 ± 0,05 0,17 ± 0,06 0,21 ± 0,07 0,17 ± 0,08 

β-Cariofileno 1418 6,52 ± 0,06 5,92 ± 0,34 5,91 ± 0,26 5,88 ± 0,58 5,47 ± 0,03 

α-Humuleno 1452 1,02 ± 0,04  0,98 ± 0,05 0,97 ± 0,04 0,96 ± 0,07 0,90 ± 0,02 

β-Cubebeno 1481 19,48 ± 3,08 21,15 ± 0,22 18,67 ± 1,15 16,66 ± 0,76 18,37 ± 1,23 

(E)-β-ionona 1485 0,26 ± 0,05 0,24 ± 0,03 0,25 ± 0,02 0,29 ± 0,01 0,27 ± 0,05 

Biciclogermacreno 1495 1,38 ± 0,13 1,48 ± 0,04 1,34 ± 0,06 1,21 ± 0,06 1,34 ± 0,10 

α-Farneseno 1509 3,32 ± 0,22 3,69 ± 0,40 2,91 ± 0,21 2,84 ± 0,15 3,30 ± 0,35 
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Tabela 3 -  Constituição química do óleo essencial de folhas de Achillea millefolium L. após a aplicação de diferentes  

concentrações de quitosana (área % ± DP). Lavras, 2016.   (Continuação) 

Tratamentos (área %) 

    Quitosana (g L
-1

) 

Compostos (%) IR
1
 Controle Solvente 2 g L

-1
 4 g L

-1
 6 g L

-1
 

ɣ-Cadineno 1523 0,56 ± 0,04 0,60 ± 0,02 0,56 ± 0,01 0,53 ± 0,04 0,56 ± 0,05 

Z-Nerolidol 1536 0,20 ± 0,10 0,21 ± 0,07 — 0,20 ± 0,07 0,18 ± 0,09 

Óxido de aromadendreno 1565 0,73 ± 0,20 0,91 ± 0,13 0,80 ± 0,04 0,96 ± 0,06 0,85 ± 0,05 

E-Nerolidol 1570 0,20 ± 0,10 — 0,19 ± 0,06 0,17 ± 0,06 — 

Espatulenol 1576 1,58 ± 0,32 3,03 ± 1,38 1,63 ± 0,11 1,95 ± 0,07 1,64 ± 0,03 

Óxido de cariofileno 1581 1,97 ± 0,36 2,19 ± 0,40 1,68 ± 0,12 2,02 ± 0,14 1,71 ± 0,02 

Salvial-4(14)-en-1-ona 1592 0,88 ± 0,28 0,75 ± 0,10 0,76 ± 0,05 0,96 ± 0,04 0,89 ± 0,01 

β-Panasinsen-5 α-ol 1611 0,34 ± 0,17 0,27 ± 0,09 0,27 ± 0,03 0,33 ± 0,03 0,31 ± 0,02 

E-Isolongifolanona 1621 0,38 ± 0,09 0,36 ± 0,02 0,38 ± 0,02 0,39 ± 0,01 0,36 ± 0,04 

Guaia-6,10(14)-dien-4-β-ol 1637 0,35 ± 0,18 0,29 ± 0,02 0,24 ± 0,01 0,28 ± 0,03 0,14 ± 0,01 

t-Muurolol 1641 0,64 ± 0,04 0,64 ± 0,02 0,64 ± 0,02 0,67 ± 0,07 0,46 ± 0,03 

3-Hidróxido de cariofileno 1646 0,54 ± 0,10 0,53 ± 0,02 0,54 ± 0,04 0,61 ± 0,03 0,38 ± 0,02 

α-Cadinol 1653 1,29 ± 0,11 1,31 ± 0,05 1,37 ± 0,05 1,36 ± 0,11 0,97 ± 0,05 

Eudesma-4(15),7-dien-1-β-ol 1678 0,66 ± 0,16  0,58 ± 0,05 0,52 ± 0,04 0,68 ± 0,05 0,66 ± 0,05 

Germacra-4(15),5,10(14)-

trien-1-ol 
1685 1,28 ± 0,23 1,09 ± 0,10 1,08 ± 0,08 1,18 ± 0,09 1,13 ± 0,09 

Cadina-3,10(15)-dien-5β-ol 1689 0,20 ± 0,03 0,18 ± 0,06 —  0,18 ± 0,06 0,18 ± 0,09 

Camazuleno 1730 31, 05 ± 0,09 30,07 ± 0,93 37,17 ± 1,22 37,91 ± 0,59 40,52 ± 0,49 
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 Tabela 3 -  Constituição química do óleo essencial de folhas de Achillea millefolium L. após a aplicação de diferentes  

concentrações de quitosana (área % ± DP). Lavras, 2016.   (Conclusão) 

Tratamentos (área %) 

    Quitosana (g L
-1

) 

Compostos (%) IR
1
 Controle Solvente 2 g L

-1
 4 g L

-1
 6 g L

-1
 

Isobiciclogermacrenal 1741 — 0,38 ± 0,13 — 0,27 ± 0,11 0,39 ± 0,19 

m/z = 220 1764 1,03 ± 0,31 0,82 ± 0,05 0,82 ± 0,03 1,02 ± 0,09 1,04 ± 0,10 

3,4-Dimetilbifenil 1773 1,62 ± 0,17 1,30 ± 0,20 1,31 ± 0,13 1,80 ± 0,25 0,70 ± 0,02 

14-α-Hidroxi-muuroleno 1776 0,36 ± 0,10 0,31 ± 0,02 0,32 ± 0,01 0,39 ± 0,04 0,40 ± 0,02 

14-Hidroxi-ɣ-cadineno 1801 0,77 ± 0,14 0,70 ± 0,03 0,72 ± 0,03 0,76 ± 0,02 0,75 ± 0,01 

Geranil linalool 2183 1,18 ± 0,08 1,35 ± 0,15 1,28 ± 0,03 1,56 ± 0,18 1,40 ± 0,50 

Outros (%)      6,92    7,91    5,39    7,25    5,99 

Constituintes identificados (%)     94,76     95,61    95,39     95,17     94,94 

Nº de constituintes     38     39    37     40    38 
1
Índice de retenção relativo à série n-alcanos (C9-C25) em coluna HP-5MS na ordem de eluição.  

DP: Desvio padrão (n=3), — Não identificado  
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Tabela 4 -  Compostos majoritários (área % ± DP) de A. millefolium L. após a 

aplicação de diferentes concentrações de quitosana. Plantas com 90 

dias após o transplante das mudas. Lavras, 2016 

Tratamentos  

(quitosana) 
Borneol β-Cariofileno β-Cubebeno α-Farneseno Camazuleno 

Controle  4,73 ± 0,14 6,52 ± 0,06  19,48 ± 3,08 3,32 ± 0,22 31,05 ± 0,09 

Solvente 4,59 ± 0,22  5,92 ± 0,34 21,15 ± 0,22 3,69 ± 0,40 30,07 ± 0,93 

2 g L
-1

 5,35 ± 0,01 5,91 ± 0,26 18,67 ± 1,15 2,91 ± 0,21 37,17 ± 1,22 

4 g L
-1

 5,02 ± 0,55 5,88 ± 0,58 16,66 ± 0,76 2,84 ± 0,15 37,91 ± 0,59 

6 g L
-1

 4,41 ± 0,01 5,47 ± 0,03 18,37 ± 1,23 3,30 ± 0,35 40,52 ± 0,49 

 * DP: Desvio padrão (n=3).  

 

A aplicação de quitosana, também, provocou alterações nos constituintes 

terpênicos de outras espécies. Lei et al. (2011) verificaram que a aplicação foliar 

de quitosana (100mg L
-1

) em Artemisia annua intensificou a síntese do 

sesquiterpeno artemisinina em 53% superior ao controle. Em Hypericum 

perforatum, o uso deste eliciador estimulou as vias de síntese de 

fenilpropanoides e isoprenoides em raízes, resultando em um alto rendimento de 

metabólitos secundários específicos, tais como epicatequina, xantonas e 

estigmasterol (BRASILI et al., 2014). A quitosana (150mg L
-1

), também, foi 

eficaz para a indução da produção de compostos fenólicos antioxidantes in vitro 

em Orthosiphon stamineus (LIM et al., 2013). 

No presente trabalho, observou-se que a quitosana alterou a 

concentração dos compostos terpênicos presentes no óleo de A. millefolium. De 

maneira geral, os sesquiterpenos majoritários apresentaram uma redução na 

concentração com o aumento nas doses de quitosana. Entretanto, o camazuleno, 

que é um sesquiterpeno majoritário do óleo, apresentou um aumento da sua 

produção em resposta ao acréscimo da aplicação de quitosana. A quitosana, nas 

concentrações de 4 e 6 g L
-1

 , promoveu um aumento de 6,8% e 9,4%, 

respectivamente, na produção do camazuleno. Provavelmente, a diferença na 

concentração dos sesquiterpenos majoritários pode estar relacionada com o 

efeito da quitosana na expressão diferencial de genes envolvidos na biossíntese 
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dos terpenos (BRASILI et al., 2014; THOLL, 2006). As enzimas responsáveis 

pela síntese dos terpenos são denominadas terpeno-sintases, essa classe de 

enzimas pode facilmente adquirir novas propriedades catalíticas por pequenas 

alterações estruturais (KEELING et al., 2008), podendo, dessa forma, alterar a 

composição de terpenos no óleo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4362742/#CR126
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5 CONCLUSÕES  

A elicitação com quitosana promove uma explosão oxidativa, que 

resulta na produção de espécies reativas de oxigênio, e o aumento na atividade 

das enzimas do sistema antioxidante é necessário, para manter o equilíbrio redox 

celular e a recuperação dos danos causados nas membranas. 

O tratamento com 4 g L
-1

 de quitosana induz um aumento na atividade 

da enzima PAL, o que pode estar relacionado com a síntese de compostos 

fenólicos envolvidos na defesa contra patógenos.  

A aplicação de quitosana na concentração de 4 g L
-1

 , também, induz um 

aumento na taxa fotossintética, bem como no teor e rendimento do óleo 

essencial.  

 A concentração dos constituintes majoritários do óleo essencial é 

alterada pela elicitação, destacando o camazuleno, o qual apresenta um aumento 

de 6,8% e 9,4% nos tratamentos com 4 e 6 g L
-1

 de quitosana, respectivamente.  

Portanto, a concentração de 4 g L
-1

 de quitosana é eficiente e indicada, 

para induzir o aumento no rendimento do óleo essencial de Achillea millefolium, 

pois, além de promover aumento na síntese dos constituintes voláteis, garante 

um bom desempenho fisiológico.  
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