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RESUMO GERAL

As plantas medicinais sao importantes fontes décatds bioativas e é
crescente o interesse em se aperfeicoar o sisteralttd/o, de modo a se obter
respostas produtivas adequadas e viaveis. Paraodugdio das plantas
medicinais, é necessario conhecer como os fatoeescultivo (irrigacéao,
adubacéo, luz) influenciam no crescimento e nayg&o dos compostos de
interesse. AAchillea millefolium L. € uma importante planta medicinal,
distribuida por varios paises, com propriedadesnflamatorias, analgésicas,
estrogénicas e calmantes cientificamente comprgvallssim, o objetivo do
trabalho foi avaliar as respostas de crescimenta @roducdo de compostos
volateis in vivo da espécie sob diferentes laminas de irrigacademeato
faltante, além da influéncia da intensidade e dadk de luz e do regulador de
crescimento TDZ no cultivo e multiplicacdo vitro. Em todos os trabalhos
foram avaliados o crescimento e a fracdo volattaPas laminas de irrigacédo
foram aplicadas 55, 110, 220, 440 e 880 mm de aguango de 110 dias de
cultivo, sendo observado que a lamina estimadaO&endm proporcionou o
melhor crescimento, havendo diferencas signifieativa composicdo da fracao
volatil. Para o elemento faltante, foram omitidesmacros (N, P, K, Ca, Mg, S)
e os micronutrientes (Fe, B, Zn, Mn, Mo e Cu), solivo em solug&o nutritiva,
por um periodo de cultivo de 55 dias. Foi observgui® o Ca foi o elemento
mais limitante para o crescimento e que a omissaB @roporcionou 0 maior
teor de Oleo essencial. No cultivim vitro foram avaliadas diferentes
intensidades de luz (13,14; 27,79; 35,05; 47,08,866umol.m2.s-1) e diferentes
espectros de luz (azul, vermelho, verde, brancayéd de LED l(ight Emitting
Diode) e lampada fluorescente branca fria. Os resultaliesrvados indicaram
que a 0 espectro da cor azul ou intensidade de92idmol. m2. s-1 e
proporcionaram melhores taxas de sobrevivénciaizamento e producdo de
matéria seca total. Com relacdo ao regulador TDXanfi testadas as
concentracbes de 0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 'fngmde foi observado que a
concentracdo de 0,25md-Ise mostrou mais adequada para a multiplicagéo
vitro. Andlises por cromatografia gasosa acoplada aceepetria de massas
identificaram em todos os experimentos os constiégi sabineno, 1,8cineol,
borneol, p-cariofilieno e p-cubebeno. Assim, o trabalho contribui com
informac8es importantes sobre o cultivovitro e in vivo da espécie, bem como
as alteracGes quimicas ocorridas na fracéo veléii 6leo essencial.

Palavras-chave: Milfolhas. Composi¢do volatil. Pdanmedicinais. Cultivo.
HeadspaceCG/EM.



GENERAL ABSTRACT

Medicinal plants are important sources of bioactimelecules and a
growing interest in optimizing the cultivation sgst, in order to obtain
productive responses appropriate and feasibletHeoproduction of medicinal
plants, it is necessary to know how the factorscaoltivation (irrigation,
fertilization, light) influence on the growth andopluction of the compounds of
interest. TheAchillea millefoliumL. is an important medicinal plant, distributed
in many countries, with anti-inflammatory propestieanalgesic, soothing
estrogenic and scientifically proven. The objectifehe study was to evaluate
growth responses and the production of volatile poundsin vivo species
under different irrigation and missing element, dmy the influence of the
intensity and quality of light and growth regulatdbZ in cultivation and
multiplicationin vitro. In all studies were evaluated growth and voldtéetion.
For irrigation were applied 55, 110, 220, 440 a8 &m of water over 110
days of cultivation, being observed that the bladémated 606 mm provided
the best growth, significant differences in the position of the volatile
fraction. For the missing element, are omitted ma¢N, P, K, Ca, Mg, and S)
and micronutrients (Fe, B, Zn, Mn, Mo and Cu), gnownder nutrient solution
for a period of cultivation 55 days. It was obsertieat Ca was the most limiting
element for growth and that the omission of P ptedithe highest essential oil
content.In vitro cultures were evaluated different light intensit{@3.14; 27.79;
35.05; 47.03 and 69.Q0mol.m 2. S-1) and different spectrums of light @lved,
green, white) using LED (Light Emitting Diode) amdol white fluorescent
lamps. The results observed showed that the speaifilue color or intensity
of 27.79 mol. m2. s-t provided better survival sat@oting and total dry matter
production, better survival rates, rooting and ltoig matter production. With
regard to regulator TDZ were tested at concenmatiof 0.0, 0.25, 0.50, 0.75
and 1.00 mg L-1, where it was observed that conatom of 0.25 mg I-1 was
more suitable foin vitro propagation. Gas chromatography coupled to mass
spectrometry identified in all experiments congfitts sabinene, 1,8 cineole,
borneol,-caryophyllene an@-cubebene. Thus, the work contributes important
information on thdn vitro andin vivo of the species, as well as the chemical
changes occurring in the volatile fraction and esakoil.

Keywords: Yarrow. Volatile composition. Medicinallapts. Cultivation.
HeadspaceésC/ME.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1 llustracdo botanica dehillea millefoliumL. Fonte: On line 1....... 16

Figura2 Compostos majoritarios do 6leo esserdgaf. millefolium L.
sabineno (A); 1,8 cineol (B); borneol (Q):cariofileno (D); -
cubebeno (E); camazuleno (F). Fonte: (A, B, C, DPBERROS
etal. 2009; (F): ONIINE 2 ..cvevveiiieiee e e 17

CAPITULO 3

Figural Aspecto geral das plantas Aehillea millefolium L. sobre
omissdo de macronutrientes. Lavras, 2013. Fontequido
[0 LSESTS 0 = | P 69
Figura 2 Aspecto geral das plantas Aehillea millefolium L. sobre
omissdo de micronutrientes. Lavras, 2013. Fontquip pessoal.80

CAPITULO 4

Figura 1l Plantas matrizes demillefoliumcultivadas em areia sob sistema
de fertirrigacdo. Lavras, 2013. Fonte: Arquivo pass.................. 99

Figura2 A-Mdltiplas brotacdes de millefoliumL. cultivadas durante 30
dias em MS+ 0,5 mgt de TDZ. B-Explante utilizado para os
01T ] 4= ] (o 101

Figura 3 Plantulas dé&. millefoliumL.cultivadas em meio MS por 45 dias,
sob diferentes LED#-Espectro vermelho, B- Espectro Azul, C-
Espectro branco, D-Espectro verde, E-Ldmpada fhoeme

o] 7= (o= VAN 107
Figura 4 Plantulas dA. millefolium cultivadas em meio MS por 45 dias,
sob diferentes intensidades de luz. Lavras, 2013................... 114

Figura5 Aspecto geral das plantas cultivadas $&rem meio MS,
adicionados ao regulador de crescimento Thidiazuemn
diferentes concentragdes. Lavras, 2013.......cccccevevveviinieerennnn. 122



LISTA DE GRAFICOS

CAPITULO 2

Gréfico 1

Gréfico 2

Gréafico 3

Gréfico 4

Producéo dachillea millefoliumL. cultivada com a aplicacdo
de diferentes laminas de irrigacdo. A-Massa segaada aérea
(MSPA); B-Massa seca das raizes (MSR); C- Massa dec
caule (MSC); D-Massa seca total (MST). Lavras, 2013.......... 46
Variaveis de crescimento Aehillea millefoliumL. cultivada
com a aplicacdo de diferentes laminas de irrigadd@iametro

do caule; B- numero de folhas; C- comprimento de; @-
Numero de brotagBes. Lavras, 2013 .. AT
Concentracdes de pigmentos fotossmmtieAchlllea mlllefollum

L. cultivada com a aplicacéo de diferentes lamdesrigacdo. A-
clorofila a; B- clorofila b; C-carotenoides; D- aidila total. Lavras,

Compostos majoritarios dehillea millefoliumL. cultivados
sob diferentes laminas de irrigacdo correspondexesnesmos
constituintes quimicos. Desvio padr@ic=R)..........cccoeeveeeveernnnnnnn. 53

CAPITULO 4

Gréfico 1

Gréfico 2

Espectros de luz utilizados para o drpemto. A- LED espectro
azul, B- LED espectro vermelho, C- LED espectrodeerD-

LED espectro branco, E-lampada fluorescente brainica
Lavras 2013, ... e e rm e 102
Caracterizacdo das brotagBesAdemillefolium cultivadas em
diferentes concentragfes de TDZ.........vivcccceviiiiieeeeeeeeee, 120



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Tabela 1

Valores maximos estimados para as lansipkcsadas e para a
producdo de matéria seca da parte aérea (MSPAg§rimmaeca
das raizes (MSR), matéria seca do caule (MSC) ériaageca
total (MST). Lavras, 2013 ........ccoovviiiiiiiecceme et 45

Tabela2 Valores minimos estimados para a lampliaagla de 606,07
mm e para os teores de clorofila a, clorofila broEmoides e
clorofila total. Lavras, 2013.......cccv oo 49
Tabela3  Constituintes volateis Aehillea millefoliumL. cultivados com
a aplicacao de diferentes laminas de irrigacaordsa\2013......... 51
CAPITULO 3
Tabelal Crescimento e producdo de Oleo e mas&ia deAchillea
millefolium L. cultivadas em solugdo nutritiva com omisséo de
macronutrientes. Lavras, 2013 ... .....vee e e 68
Tabela2 Teores de clorofilas a, b e carotenaildge&chillea millefolium
L. cultivadas em solugdo nutritva com omissdo de
macronutrintes. Lavras, 2013 .........cooooe e ee e 71
Tabela3 Compostos volateis éehillea millefoliumL. cultivados em
solugdo nutritiva com omissao de macronutrientasrads, 2013..73
Tabela4 Efeito da omissdo de macronutrienteseao de 6leo e nos
constituintes volateis majoritarios 8e millefoliumL. cultivados
em solucao nutritiva. Lavras, 2013 ..........cccceemeiiiieeeeiiieeeiiienes 75
Tabela5 Crescimento e producdo de Oleo e mas&ia deAchillea
millefolium L. cultivadas em soluc&o nutritiva com omissdo de
micronutrientes. Lavras, 2013 ... 79
Tabela 6 Teores de clorofilas a, b e carotenaigeschillea millefolium
L. cultivadas em solugdo nutritva com omissdo de
micronutrientes. Lavras, 2013 ... 81
Tabela7 Compostos volateis dehillea millefoliumL. cultivados em
solugdo nutritiva com omissao de micronutrientesras, 2013 .. 83
Tabela8 Efeito da omissdo de micronutrientes madytdo dos

compostos volateis majoritarios de millefoliumL. cultivados
em solucao nutritiva. Lavras, 2013 ..........ccccemmeiiiieeeeiiieieeiieenes 85



CAPITULO 4

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Crescimenia vitro de A. millefolium cultivadas em meio MS,
sob diferentes espectros de luz, durante periodd5delias.
LAaVras 2003, ..o e 106

Pigmentos fotossintéticos Ae millefolium L. cultivadas em
meio MS, sob diferentes espectros de luz, durastiego de 45
dias. Lavras 2013 ....coeiie it eee e 108

Constituintes volateis Behillea millefoliumL. em cultivoin
vitro sobre diferentes espectros de luz, por 45 diagaka2013 110

Compostos majoritarios Ae millefoliumL. cultivadain vitro
sob diferentes espectros de luz. Lavras, 2013...................... 112

Crescimentm vitro de A. millefolium L. cultivadas em meio
MS, sob diferentes intensidades de luz durante eniogio de 45
dias. Lavras 2013 ..o 113

Pigmentos fotossintéticos Ae millefolium L. cultivadas em
meio MS, sob diferentes intensidades de luz, darpetiodo de
45 dias. Lavras 2013 ......oieiii e 115

Compostos volateis dehillea millefoliumL. em cultivo in
vitro sobre diferentes intensidades de luz, por 45 diastas,

Compostos majoritarios Ae millefolium L. cultivadain vitro

sob diferentes intensidades de luz por 45 diagadsa2013....... 119
Compostos volateis dehillea millefoliumL. em cultivoin

vitro sobre diferentes concentracdes de Thiadizuron JTiaZ

45 e plantas em meio MS por 30 e 75 dias. Lavi@E3.2.......... 124
Compostos majoritarios Ae millefolium cultivadas em meio

MS com a adicao de Thidiazuron. Lavras, 2013................... 126



A WN PP ~N o o s

N =

3.11
3.1.2
3.2

3.21
3.2.2

N =

SUMARIO

CAPITULO 1 INtroduGAO geral ........ccvveeveeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeenens 13
INTRODUGAO ..ottt 13
REFERENCIAL TEORICO ....couviiiiiieeeeee e 15
Caracterizacao da ESPECIE.......cvvivieeieeiieeeeee e 15
Composicao quimica VOIatil..............ccoovvviiiiii e, 17
NUTRICAO MINERAL NO CULTIVO DE PLANTAS
MEDICINALS ..o e ees 19
IRRIGACAO NO CULTIVO DE PLANTAS MEDICINAIS ......... 20
CULTIVO INVITRO ..ttt 22
LUZ NO CULTIVO INVITRO ...uiiiiiiiiiiii e 24
THIDIAZURON (TDZ) vviieeieie et eeea e 25
REFERENCIAS ...ttt 27
CAPITULO 2 Laminas de irrigagdo no crescimento e
constituintes volateis deAchilleamillefolium L. .......ccccoooeeiiieinninnn, 37
INTRODUGAO ..o, 39
MATERIAL E METODOS ..ot 41
RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ccooiiiieeiiece e 45
CONCLUSAO ...ttt 55
REFERENCIAS ..ottt 56

CAPITULO 3 Crescimento e producio de compostos vdigs de
Achillea millefolium L. cultivada em solucdo nutritiva com

O0MIiSSA0 de MAacro e MICroNULIHENteS........c.uvuvueiiiiir e, 61
INTRODUGAO ..ottt 63
MATERIAL E METODOS .....coooiiiieeeeee e 65
RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......cocoieeeeeeeeeeeeeeeeee e 68
= Tot (0] a1 1 =T ] (=TT 68
Crescimento e pigmentos fotossintétiCos............cccuveeeeiiiiiineeeennns 68
Teor de 6leo essencial e analise dos compssfolateis.................. 71
MICTONUEIENTES ...t e e 78
Crescimento e pigmentos fotosSINtétiCos..........c..vvvvviieeiiiieeeeeeee, 78
Teor de 6leo essencial e analise dos compssfolateis.................. 82
CONCLUSAO ...ttt 89
REFERENCIAS ..ottt 90

CAPITULO 4 Efeito da qualidade e intensidade luz etdz no
crescimento, multiplicacdo e producdo de constitutes volateis

de Achillea rrlillefolium L. cultivada in VItro. .......ccovuveeeeeeeeeeeeenenn, 96
INTRODUGAO ...ttt 98
MATERIAL E METODOS ... 99



2.1
2.2
2.3
2.4

3.1
3.11
3.1.2
3.2
3.21
3.2.2
3.3
3.31
3.3.2

Qualidades de LUZ..........coeveuiiii e 101

INtensidades A€ LUZ.........ccuveieiiiiiiiie e e eee e 102
ConcentraGBes de TDZ......oovi oo iiieieeeeeee e 103
Analises dos compostos VOIAEIS.............coevvvvvvviiiiiiiiie e, 104
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccociviieiiiiereeieeieeee e 106
Qualidades de Uz..........coouoiiiiiiiiie e, 106
(O ST ] 4 1= ] (o 106
COMPOSLOS VOIALEIS......cvvvviiiiieiiei i e e e e ee e 109
INtensidades de LUZ.........ccuuiieiiiiiiiie e eee e 113
(O =TS Ti ] 0 1=T ] (o NP 113
COoMPOSLOS VOIALEIS.......u e 116
Diferentes concentracdes de TDZ..........cceeivieeeeeeiiieeiiiiiieannn 20
Y 1U] 11 o] o= Tox= Lo J S 120
Constituintes VOIALEIS. ........cccoeeeiiieiiceee e 123
CONCLUSOES........oiiiiiiticieeeeee et 128
REFERENCIAS ..ottt e 129

CONSIDERAGOES FINAIS .....coeoviiiicieiiecieie e 134



13

CAPITULO 1

Introducgéo geral

1 INTRODUCAO

A fitoterapia tem ganhado relevancia na medicimmcjpalmente por
serem comprovadas as propriedades medicinais @seelfam atribuidas pelo
conhecimento popular. Além disso, a busca porrdtaas aos medicamentos
sintéticos e consequente demanda por produtosaigtetevou a importancia
das plantas medicinais na agricultura.

As plantas medicinais sdo importantes produtoras na#éculas
bioativas, sendo que vérios fatores interferem noglygdo desses compostos,
como tipo de metabdlico produzido (alcaloides, @éagides, flavonoides,
taninos, etc.) parte produtora ou acumuladora d&lhtricomas, raizes,
inflorescéncias, sementes) idade da planta, sadadal altitude e latitude.
Além desses fatores, o0 manejo do cultivo tambéerfiere nos processos de
sintese dessas moléculas, como a adubacéo, igjgpoda e aplicacdo de
elicitores (SRIVASTAVA; LAL 2012).

Uma alternativa ao cultivo tradicional seria o ialtin vitro, tendo
como principais vantagens a producdo em largaascalcontrole do processo
produtivo, independente dos fatores climaticos&ieas. O cultivain vitro das
plantas medicinais pode ser utilizado para a pr@dlde moléculas ativas, sendo
necessario adequar fatores como o meio de culiagine de luz, qualidade e
intensidade de luz e a acdo dos reguladores deiromyo, fatores que
maximizam a producéo dos metabdlicos (MARCHESE;UHGRA, 2005).

A Achillea millefoliumL. € uma importante planta medicinal distribuida

por todo mundo e apresenta principios ativos inaptes como flavonoides e
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6leo essencial, presentes nas folhas e inflores=en& utilizada para tratar os
sintomas de gripe, como analgésica, antioxidam#inflamatoria, calmante,
entre outras propriedades comprovadas cientificeanen

Por apresentar compostos de interesse e propriedaublicinais
importantes, os estudos do cultivo em campb eitro sd0 necessarios, pois,
conhecendo as respostas de crescimento e prodwgdgrihcipios ativos,
podem-se obter maiores produ¢des com qualidadeatiimprima.

Assim, o trabalho avaliou o crescimento e a produdg constituintes
volateis deAchillea millefoliumL. sob diferentes laminas de agua e omissao de
nutrientes e,in vitro, a influéncia da intensidade e qualidade de luz e do

regulador Thidiazuron (TDZ).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizagdo da espécie

A Achillea millefoliumL., também conhecida como milfolhas, milefélio,
mil em rama, erva dos carpinteiros, novalgina,esoutros nomes populares,
pertence a familia das Asteraceae. E originariecitinente Europeu e da Asia
Ocidental, se adaptou bem as de cultivo em vagges do mundo, como
india, Ird, Estados Unidos e Brasil, estando distda por praticamente todo o
mundo (LOPEZ-LAZARO 2009).

E uma planta herbacea perene, apresentando des@@m de altura,
apresentando folhas bem subdivididas e aromaticascimento estolonifero e
suas inflorescéncias séo de coloracdo branca, ggnfdagada pela divisdo dos
estoldes ou sementes (Figura 1). E utilizada naiaimed popular para a
dispepsia, inflamacfes, febre, codlicas, como asugé e antioxidante
(LORENZI; MATOS , 2006).

A milfolhas é considerada medicinal desde muito pgmhavendo
indicios de sua utilizacdo pelo homem primitivocgeca de 60 000 anos atras
(THOMSON, 1978). Estudos cientificos confirmam sesas tradicionais como
analgésica, antioxidante, antiulcerogénico, cdlagét anti-inflamatoria,
gastroprotetora, antifibrogénica e estrogénica (NERI et al., 2001, BAGGIO
et al.,, 2002; KONYALIOGLUA e KARAMENDERES 2005; BERDECK et
al., 2006; INNOCENTI et al., 2007; POTRICH et &18; BURK.; CICHACZ.;
DASKALOVA, 2010, 2010; HEMATTI et al., 2011).
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Figura 1 llustracéo boténica dehillea millefoliumL. Fonte: On line 1

16



17
2.2 Composicdo quimica volatil

A fracdo volatil daA. millefolium é composta majoritariamente por
monoterpenos (30-80%), sesquiterpenos (8-62%) ememor quantidade por
outros compostos (1-3%), como alcoois, ésteregiddd e norcarotendides,
sendo identificado em seu 6leo essencial mais fec@rpostos terpenicos, o
que demonstra a grande complexidade dos estudamsorsidos com a espécie
(KINDLOVITS; NEMETH, 2012).

Quantitativamente, os constituintes mais importarfieigura2) do 6leo
essencial sdo o sabineno, 1,8 cineol, bornfaiariofileno, p-cubebeno, e
camazuleno, que confere ao 6leo extraido por tedtibalcdo, uma coloracédo azul
tipica (ROHLOFF et al., 2000; RAHIMMALEK et al., @9, NADIM et al., 2011).

e
= 000

Figura 2 Compostos majoritarios do 6leo essenedl. anillefoliumL. sabineno
(A); 1,8 cineol (B); borneol (C)B-cariofileno (D);p- cubebeno (E);
camazuleno (F). Fonte: (A, B, C, D, E):BARROS et24l09; (F): On
line 2
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O sabineno é um monoterpeno responsavel por edsittas
aromaticas nas plantas e presentes em outras espérno pimenta-do-reino
(Piper nigrum L.), manjerona @Qriganum majoranal.), zimbro Quniperus
communid..) e noz-moscadaJyristica fragransHoutt.) (NOVAK et al., 2002;
ROSSATO et al., 2006; DEWIK, 2009).

O 1,8 cineol, conhecido também como eucalipt@néontrado em
diversas espécies medicinais, sendo comprovadaseseiios sobre o sistema
respiratério, imunoldgico e gastrointestinal (SCBLet al., 2006, NEVES et al.,
2007).

O borneol esta presente nos 6leos essenciaisedenalRosmarinus
officinalis L.), salvia Galvia officinalisL.), valeriana Yaleriana officinalisL.) e
camomila Matricaria chamomillaL.) e essas espécies sao utilizadas para o
tratamento de dor abdominal, para aplicacdo emrméerios, queimaduras, para
aliviar dores reuméticas, hemorroidas, doencas ale, plceracdes na boca,
ouvidos, olhos ou nariz e na aromaterapia (XIAO-F&l al., 2008;
HORVATHOVA et al., 2009).

O composto pB-cariofileno é um sesquiterpeno responsavel pelas
propriedades medicinais anti-inflamatérias de dasgéanedicinais, estando
presente em 6leos de espécies como o de cop@tymiferaspp.) e o de
sementes de cenourBaucus carotd..), e em compostos volateis de tomilho
(Thymus spp), cravo $yzigium caryophyllatum(L.) Alston), patchouli
(Pogostemom cablilBenth.) e senécioSgnecio bonariensisiook. & Arn.)
(SILVA et al., 2010; GELMINI et al., 2012; BHUIYANt al., 2013; HUSSAIN
et al., 2013).

O B-cubebeno é um sesquiterpeno, citado como possibnsével por
atividades anti-inflamatéria, antimicrobianas, ti@das e nematicidas, sendo

observada sua presenca em plantas do g@mebaris Hymenaee Ocimum
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(TAMAYO et al., 2008, FLORAO et al., 2012, BIASI at, 2009, SOSA et al.,
2012).

O camazuleno é um sesquiterpeno originario da foamacdo da
matricina, através do processo de hidrodestilagi®do conferidas a ele
propriedades bactericidas, fungicidas e anti-inflgimas, além de ser
antioxidante, principalmente de lipidios. Estasprde em espécies como a
camomila Matricaria recutita L.); artemisia Artemisia arborescend..)
tanaceto Tanacetum gracile Hook.), e também no génerdchillea
(SASHIDHARA, 2006; VERMA et al., 2008; RAAL et aR012).

Os compostos majoritarios presentes Athillea millefolium L. séo
citados em outras espécies com propriedades madiciemelhantes, assim, por
apresentar compostos importantes em seu 0Oleo @lserg estudos devem
relacionar o manejo do cultivdn( vivo e in vitro) com as producfes dos

compostos de interesses.

3 NUTRICAO MINERAL NO CULTIVO DE PLANTAS MEDICINAIS

As exigéncias nutricionais em plantas medicindisda sdo pouco
estudadas, principalmente quando se relaciona alaimentos limitam seu
crescimento e como eles afetam a produgcdo dos dlietab secundarios.
Alguns estudos indicam que a fertilizacdo quimiceonve maiores
produtividades de matéria seca, porém pode hawaésigmo dos teores de
principios ativos (CORREA JUNIOR; MING; SCHEFFERQ9L; SOUZA et
al., 2007).

Para @chillea collinaLam., foram avaliadas a omisséo de nitrogénio e
a producdo de compostos fendlicos, sendo observadior teor desses

compostos no tratamento com a omissao desse elenaentesma resposta foi
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observada para camomilddtricaria chamomilla L.) para a producdo de
cumarinas (KOVA'IK et al. 2007; GIORGI et al. 2009).

Em mentaentha piperitd cultivada em solucéo nutritiva, a proporcao
ideal de P e N foi a de 60 md.lde P e 4 mg.t de N, sendo observado a
diminuicdo gradual no rendimento de Oleo esseramalongo do periodo de
cultivo, além de uma relacéo inversa entre o aumn@atmatéria seca e o teor de
6leo essencial (SOUZA et al.,2007).

Para a vernoniaVernonia herbaceaVeil.) a melhor producdo de
frutanos foi observada na solugéo nutritiva comceatragdes inferiores de N,
P, Ca, Mg e S aos demais tratamentos (solu¢do dgl&fa e Arnon). Em
insulina vegetal Cissus sicyoided..) a producdo de mucilagem respondeu
positivamente as doses de N, sendo a melhor idigraigservada para a menor
dosagem de fdsforo avaliada (CUZZUOL et al., 208REU et al., 2002).

Aragjo (2007) avaliou a nutricdo mineral em ervdebina Cordia
verbenaceaeDC.) e observou que o incremento de P e N aunantar
rendimento de 6leo, mas para o fosforo, houve afifga significativa para os
teores dei-humuleno.

Assim, cada espécie apresenta necessidades esgedids nutrientes,
gue variam de acordo com 0 crescimento e o mesabolido principio ativo

produzido.

4 IRRIGACAO NO CULTIVO DE PLANTAS MEDICINAIS

Entre os fatores que afetam a producdo dos proxipitivos, a
disponibilidade hidrica interfere diretamente no tabelismo primario e
consequentemente no secundario, dessa maneira, nejomadequado do
fornecimento de 4gua pode ser uma importante femtamo cultivo de plantas
medicinais (KHAZAIE, et al 2008).
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A 4gua tem importante papel em numerosas reacétbdlicas e na
sua falta, aspectos como o0 crescimento e desemaitv sdo afetados.
Diversos processos fisiolégicos e bioquimicos, @so a trocas gasosas,
metabolismo dos carboidratos, aminoacidos e ownagostos organicos, sdo
alterados pela deficiéncia hidrica (SIRCELJ e2@05; PAGTER et al., 2005).

Meira et al. (2013) avaliaram o fornecimento deemdihtes |aminas de
irrigacdo para melissd/elissa officinalisL.) e observaram que a planta cresceu
em matéria fresca proporcionalmente ao fornecimbfddco, porém, quando
avaliados os teores de dleo essencial, o decrésaimtzém foi proporcional.

Jé& para alecrim-piment&ippia sidoidesCham.) as producdes de 6leo e
de matéria seca foram influenciadas positivameale fornecimento hidrico e
em outro trabalho com a espécie, foi avaliado eest hidrico antes da colheita
e foi observado que no periodo de 8 dias sem @édiigaa planta ndo apresentou
alteracdes significativas no teor de éleo esselldlaVARENGA et al., 2011;
LOPES et al., 2011).

Outros trabalhos sobre a influéncia da disponibila hidrica foram
realizados em alfavaca-crav@dimum gratissimuni.), manjericdo Qcimum
basilicumL.), sambacatidHyptis pectinata..), orégano Qriganum vulgare..)

e caléndulaGalendula officinalid..) sendo observado que as plantas medicinais
apresentam comportamentos distintos com relac&stagsse hidrico (SANTOS
et al., 2004; COSTA FILHO et al., 2006; PRAVUSCH k&, 2010; MARQUES

et al., 2009; BORTOLO.; MARQUES; PACHECO, 2009).

Assim, como a resposta ao fornecimento de aguariaveh com a
espécie, devem-se realizar estudos que consideseproducdes em matéria
seca e principios ativos, obtendo-se entdo um ibrjailentre esses dois

parametros.
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5 CULTIVO IN VITRO

A cultura de tecidos em plantas medicinais permita cultivo
independente de fatores climaticos e edaficoslittamlo a multiplicacdo e
obtencdo de matéria prima de qualidade, livre deatoinacdespermite a
clonagem de gendtipos superiores, conservagdo deopgksma; auxilia a
engenharia genética e a otimizacdo da producao edebdiitos de interesse,
economizando trabalho e custos (VANISREE et alQ420MORAIS et al.,
2012).

Culturas de células apresentam vantagens como digjhitidade,
direcionamento para producdo de substancias deesste facilidade de
isolamento de compostos e possibilidade de prodegdgrande escala, j4 o
isolamento de compostos bioativos de plantas abtigar extrativismo ou
cultivo em campo pode ser trabalhoso e representabistaculo para os estudos
farmacéuticos ou aplica¢fes industriais (NITZSCH&l.e 2004).

Em horteld-japones@ientha arvensis..), Arrigoni-Blank et al. (2011)
avaliaram a micropropagacdo da espécie através ifdeerdes explantes,
reguladores de crescimento, genétipos e substparasaclimatizacdo, além da
composicdo do 6leo essencial, sendo observadasmiifes significativas entre
0s parametros avaliados, porém, ndo houve diferermza teores do 6leo
essencial das plantas micropropagadas. A prodcéibro de metabdlitos foi
avaliada em hipéricdHjpericum brasilienseéChoisy.) através de elicitores e foi
observado que aumentos de contetdo de quercetmaoctratamento como
aumento do fornecimento de boro (CARDOSO; OLIVEIR396).

Arikat et al. (2004), comparando o rendimento dmd@ssencial de plantas
Vvivo e in vitro de sélvia $alvia fruticosaMill.), observaram que as plantulas

vitro apresentaram maior rendimento em relacdo as plantéivo e que os
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constituintes majoritarios detectados no 6leo d@astasin vivo e in vitro foram
similares, sendo eles:pireno, 1,8-cineol, canfora e borneol.

Trabalhando com cultura de anteras de miaidarachta indicaA.Juss),
Srivastava e Chatuverdi (2011) concluiram que mi¢agermite uma producéo
controlada de azidaractina, com maiores teores qadss indiferenciados
(728,41 mg.g.mY do que nos que foram regenerados.

O estudo realizado por Ali et al.,, 2011 determimmara a espécie
Gymnema sylvesti@. Br) fatores como fotoperiodo, sacarose e dadé de
luz na producdoin vitro de &cido gimnémico. Os maiores teores foram
observados com a concentracéo de sacarose a 5%1{§5g.ms), fotoperiodo
del2hs (26,86 mg.g.Mk e espectro na cor azul (58,28 mg. g)me que indica
a influencia de fatores fisicos na produg&o daslddicos secundarias vitro.

Reis et al. (2009) avaliando diferentes meios deureu para melissa
(Melissa officinalisL.) observaram que os meios MS e MS/4 promoveram a
formacgédo de plantulas com maior teor de 6leo eflem¢ambém promoveu a
alteracdes no componente majoritario do 6leo, semdwral e geranial e o
acetato de nerila no meio MS/2.

ParaAchillea millefoliumL. s&o relatados alguns trabalhos importantes
com culturas de tecidos, como o trabalho realizamd-igueiredo e Pais (1991)
gue conseguiram estabelecer condi¢des de cultiio quspenséo de células da
espécie, recomendando para essa técnica um indeul0g de células, obtidas
de calos friaveis em meio B5, suplementado cormiySle 2,4 D/0,1 mg. Lde
cinetina e 2% de sacarose, no escuro.

Complementando esse estudo, Figueiredo et al. J18@9&eguiram a
transformacdo de monoterpenos em sesquiterpenitigando a cultura de
células de milfolhas. Outro avanco no cultimoritro da espécie, foi a cultura de
radicelas, que apresentou diferencas dos conggisugmtre as plantas cultivadas
em campo (LOURENCO et al.,1999).
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Em trabalho com a mesma espécie, Turker et al.9j2@0aliou a
influencia dos reguladores de crescimento na regeéein vitro da aquiléia e
observaram que as combina¢es de 5mg. de CIN +derddB e 3,0BAP +0,5
de AIA promoveram maiores numeros de brotacen) di formacdo de calos
em concentragbes de TDZ acima de 0,5 mg L

A manipulacdo dos meios de cultura, reguladorescrscimento,
regimes de luz e temperatura devem favorecer aééprapagacéo vegetativa, a

producdo de compostos de interesse.

6 LUZ NO CULTIVO IN VITRO

A luz participa ativamente nos processos metal®lias plantas e no
cultivo in vitro, € uma importante ferramenta para producéo de astop de
interesse, visto que podemos alterar a qualidadiezd@iferentes comprimentos
de onda), intensidade ou irradiancias (fluxo derfs} e o regime (fotoperiodo)
(RAMAKRISHNA e RAVISHANKAR, 2011; SAEZ et al., 2033

Como exemplos, podemos citar que para producéo imigergl e
zingibereno, em cultura de calos em gengiliadiber officinaleRosc.) foram
observados somente nos tratamentos com a presengez.d O aumento da
intensidade de luz favoreceu os niveis de tanirgliodsideos fendlicos em
folhas de salgueir®alix spp, mesma resposta foi observada para cultura de
raizes de artemisid(temisia annud..) para a producdo de artemisina. O taxol
e a baccatina Ill tiveram maior acumulo sob infeiénde luz branca, em
culturas de células deaxus cuspidatéSieb. et Zucc.jJLARSSONS et al.,1986;
FETT NETO; PENNINGTON; DI COSMO, 1995; LIU et a2002; ANASORI
e ASGHARI, 2008).

A radiacdo UV-B aumentou a concentracdo de flawdesdiem abeto

(Picea abied..) e em beijo Catharanthus roseuss.) incrementou a producgéo de
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vimblastina e vincristina, que sdo compostos efisaw tratamento de leucemia
(FISHCHBACH et al., 1999; BINDER et al., 2009).

Assim, os trabalhos confirmam a influencia da I metabolismo
secundario, sendo importante fator a ser avaliadouttivo in vitro de planta
medicinais.

7 THIDIAZURON (TDZ)

O Thidiazuron (TDZ) é uma fenil-ureia (N-fenil-1, 2-thidiazol-5-
ilureia) que apresenta caracteristicas analogas dass citocininas quando
presentes nos meios de cultura, sendo muito impertaa cultura de tecidos
com regulador de crescimento. O TDZ promove a emisde mdltiplas
brotac6es, perda da dominancia apical, regenemfi@macado de calos, quando
combinados com outros reguladores (FLORES; NICOLOBBLDANER,
2007; SILVA et al., 2003).

O regulador se mostrou eficiente na multiplicac&ovdrias espécies
medicinais, como entcilla natalensisPlanch. onde o regulador sozinho
promoveu o maior numero de brotacBes e maioreostEsp do que quando
combinado com AlA; enilylophora indicaMerril, o regulador promoveu o
maior comprimento de brotacfes; em estudos de oggaese entlypericum
perfloratumL. também foi observado uma maior resposta, quaodmparados
com outros reguladores (MCCARTAN e VAN STADEN, 199HOMAS;
PHILIP, 2005; THOMAS; MASEENA, 2006; MURCH et aRp00; LIU et al.,
2003).

O tempo de exposicao ao regulador também dewesécado, pois a
exposic¢ao por periodos maiores que 25 dias pod@gmo hiperidricidade, além

de perdas do efeito do regulador, como foi verficamArtemisia judaical.,
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sendo observado que um tempo superior a 30 diag lhminuicdo do nimero
de explantes (LIU et al., 2003).

Os estudos com o TDZ sdo, na maioria dos casosciorhdos a
multiplicacdo e a regeneragdo, no entanto, oslttab ndo relacionam a
influéncia desse regulador na producdo de metaisdsecundarios.
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CAPITULO 2

Laminas de irrigacdo no crescimento e constituintegolateis deAchillea

millefolium L.

RESUMO

A Achillea millefoliumL. é uma importante planta medicinal, que possui
propriedades farmacolégicas comprovadas como aiedgéanti-inflamatéria e
estrogénica. O trabalho foi realizado para se amtha resposta dachillea
millefolium L. a diferentes 1aminas de irrigacéo, caractedmaseu crescimento
e a producdo de compostos volateis. Os tratamémtasn a aplicacdo de 55,
110, 220 440 e 880 mm de agua, durante um periedultvo de 110 dias em
casa de vegetacao. Avaliaram-se a producdo deianaé®a da parte aérea, das
raizes, do caule e total; nimero de brotacdesfelligess, comprimento de raizes,
diametro do caule e os teores de clorofila a, balte carotenoides. Os
compostos volateis foram analisados pendspacé&G/EM. Pelos resultados
observados, a lamina estimada de 606,7 mm foi apgogorcionou a maior
producdo de matéria seca total. Houve diferengpsfisiativas na composicao
guimica qualitativa e quantitativa da fracdo vol@td Oleo essencial. Os
compostos majoritarios identificados foram o satinel,8-cineol, borneol g
cariofileno, representado aproximadamente 75% dal tdos constituintes
guimicos. Concluiu-se que as laminas de aproximadsm 605 mm
favoreceram o crescimento da espécie e que a didmtade hidrica afeta o
metabolismo dos compostos volateis AnmmillefoliumL.

Palavras-chave: Milfolhas. Constituintes volatei®lantas medicinais.
Disponibilidade hidrica.
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ABSTRACT

The Achillea millefoliumL. is an important medicinal plant which has
proven pharmacological properties including anatgesnti-inflammatory and
estrogen. The work was conducted to know the respohAchillea millefolium
L. the different irrigation, characterizing its gvih and the production of
volatile compounds. The treatments were the agj@iceof 55, 110, 220 440
and 880 mm of water during a growing season of ddys in the greenhouse.
We evaluated the dry matter production of shoatsts; stem and total number
of shoots and leaves, root length, stem diametet tlae contents of chlorophyll
a, b, and total carotenoids. The volatile compowngi® analyzed by headspace-
GC/MS. To the observed results indicates with 8Dénm was estimated that
yielded the highest total dry matter production.efeh were significant
differences in the qualitative and quantitative miwal composition of the
volatile fraction of essential oil. The major cornpds identified were sabinene,
1,8-cineole, borneol angcaryophyllene, represented approximately 75% lof al
chemical constituents. It was concluded that tlasldd of approximately 605
mm favored the growth of the species and the ahilithaof water affects the
metabolism of the volatile compoundsAnmillefoliumL.

Keywords: Yarrow. Essential oil. Borneol. Water i¢adaility.
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1 INTRODUCAO

A Achillea millefoliumL. (milfolhas) é uma planta pertencente a familia
das Asteraceas, considerada nativa da Europa este @siatico, se adaptou a
varias condicdes climaticas e desenvolve-se poticanaente todo mundo,
inclusive ha registros de sua ocorréncia na rediitirtica. E utilizada na
medicina popular para a dispepsia, inflamacdesefaldlicas, como analgésica
e antioxidante (LORENZI e MATOS, 2006; RADUZIENE GUDAITYTE,
2006; BIMBIRAITE et al., 2008).

Um dos principios ativos da espécie é o 6leo emdempresente nas
folhas e inflorescéncias, com uma grande diversidsel compostos, dentre os
guais majoritarios o cariofileno, sabinenegerpineno, borneol e o camazuleno
(JUDZENTIENE; MOCKUTE, 2010; RAHIMMALEK et al., ZID).

A producdo do dleo essencial em plantas é inflaelacipor fatores
enddégenos, como a idade da planta, parte prodatoeegumuladora, genétipo e
por fatores ambientais como radiacdo, altitudetutid, nutricdo mineral e a
disponibilidade hidrica (GOBBO-NETO e LOPES, 20B¥GUEIREDO et al.,
2008).

Além de outros fatores, a disponibilidade hidricduencia diretamente
no metabolismo primario e consequentemente no dédon devido ao desvio
de rotas e ativacdo de enzimas do sistema antiteida de defesa da planta
(Guimarées Dias et al., 2012; LIAO et al., 2012,v@Hno et al., 2013).

Pesquisas com espécies medicinais tém indicadm@dies no teor e
gualidade do 6leo essencial advindo do estressedi® entendimento sobre
como a disponibilidade hidrica afeta o metabolissecundario se faz
necessario, principalmente em plantas medicinais, @s possiveis alteracdes

ocorridas nos teores de principios ativos podempcometer seus parametros
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de qualidade, efichicia e seguranca (BAGHALIAN et ., al
2011;RAMAKRISHNA e RAVISHANKAR, 2011).

Desta forma, objetivou-se avaliar o crescimento @raeducdo de
constituintes volateis déchillea millefoliumL. submetidos a diferentes laminas

de irrigacdo em casa de vegetacao.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdoep@artamento de
Biologia/ Fisiologia Vegetal da Universidade Fetled® Lavras (UFLA),
(coordenadas: 21°13'34.98"S, 44°58'53.65" O, dkitdl9 m) entre os meses de
julho e outubro de 2012, totalizando 110 dias dévou A casa de vegetacao era
coberta com filme plastico translicido (150 micras)sombrite 50%. O
acompanhamento das temperaturas méaximas, minimasdade relativa do ar
foram medidos através de termohigrometro presentasa de vegetacao.

As mudas foram obtidas através do plantio de semmeale rizoma em
bandejas de polipropileno, com 78 células de voldme 20 cm3, preenchidas
com substrato comercial em casa de vegetacédo nathaliMudas com 60 dias,
produzidas a partir de rizomas, foram plantadas ramorolisimetros de
drenagem, com capacidade 15L e diametro de 25remnghidos com substrato
composto por solo de barranco e areia, na propatedd:1 e adubado com
formulagédo de NPK 4-14-8, na proporcéo de 2 kgnpode substrato.

O solo utilizado para o substrato apresentava@srges caracteristicas
fisico-quimicas: pH (agua): 5,4; P: 4,13 mg.dm3;78;32 mg.dm3; Ca: 2,30
cmolc.dm-3, Mg: 0,30 cmolc.dm-3, Al:0,10 cmolc.dmkB+Al: 2,90 cmolc.dm-
3, V:49,00%; matéria organica: 2,10 dag.kg-!, kargir0,00 dag.kg-; Silte:
16,00 dag.kg-t e Areia: 14,00 dag.kg-1, sendo saddi pelo Laboratério de
Analises de Solos do Departamento de Ciéncias odadJFLA.

Os tratamentos consistiram na aplicacdo das landeas5,110, 220,
440 e 880 mm de agua, com 5 repeticGes para cadpenfazendo 25 unidades
experimentais. As laminas foram distribuidas etjud@eente ao longo do ciclo
com irrigacBes didrias dos tratamentos, aferidessvéd de proveta graduada.
Para inicio do experimento, o substrato de toddsatesmentos foi saturado com

agua antes do plantio das mudas.
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Aos 110 dias de cultivo, foi avaliado o crescimedfdioplanta através do
namero de folhas, diametro da base, comprimento rdi®s, nimero de
brotac6es, matéria seca da parte aérea, matédadeecaule, matéria seca das
raizes e matéria seca total. Para as medi¢des faiimados paquimetro digital
com precisao de 0,01 mm e régua graduada com foeiés0,01 cm.

Para as avaliacfes, a planta foi separada ensfathale e raizes. Cada
parte foi separada e lavada em agua destiladaaeesecestufa de circulagéo
forcada a temperatura de 40°C até estabilizacjmedo. Para determinagéo da
matéria seca de cada parte foi utilizado balangditema com precisdo de 0,1
mg.

Também foram determinados, ao final do experimeasoteores de
clorofila a, b e total e de carotenoides. No mometa coleta, as folhas das
plantas foram acondicionadas em papel de alumimmmtidas em banho de
gelo até serem transferidas ao laboratorio. A editrae quantificagdo das
clorofilas, a, be total foram realizadas segundo a metodologiarderA(1949),

a partir de 1g de matéria fresca homogeneizada Gemmll de acetona 80%,
seguida da leitura em espectrofotbmetro (Beckmaodeto 640 B) nos
comprimentos de onda 645 e 663 nm. A extracdo entifjuacdo de
carotenoides totais foram realizadas de acordo @enetodologia descrita por
Duke e Kenyon (1986) com a leitura realizada a0

As andlises quimicas da fracdo volatil foram amdhs no Laboratério
de Fitoquimica do Departamento de Agricultura dd.AlFPara extracdo da
fracao volatil de folhas d&. millefoliumempregou-se a técnica dogadspace
estatico. Para isso utilizou-se de do extrator depace” automatico CombiPAL
Autosampler System (CTC Analytic AG, Switzerlandpplado ao sistema de
CG/ EM. Apbs procedimentos de otimizacdo das c@edipperacionais foram

estabelecidos 0s seguintes parametros: tempexgurecubacdo da amostra de
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100 °C durante 30 min, temperatura de seringa Q10 volume de injecdo
foi de 500 pL da fase de vapor, injetados em metibrea razao de 50:1

As amostras constituiram de 60 mg da parte aéreA. deillefolium
acondicionadas em vials de 20 mL, vedados com sépteilicone/PTFE; A
anélise foi realizada em um sistema de cromategesfi fase gasosa Agil&nt
7890A acoplado a um detector seletivo de massasemyiMSD 5975C
(Agilent Technologies, Califérnia, EUA), operadorponizacdo de impacto
eletrénico a 70 eV, em modo varredura, a uma vddolgd de 1,0 scan/s, com
intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/z.

Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida-5#®S (30 m de
comprimento x 0,25 mm de diametro interno x Q&% de espessura do filme)
(Califérnia, EUA). O gas hélio foi utilizado comag de arraste com fluxo de
1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e da linkardnsferéncia para o EM
foram mantidas em 230 °C. A temperatura iniciafatoo foi de 60 °C, seguido
por uma rampa de temperatura de 3 °C/min até ZGseguida de uma rampa
de 10 °C/min até 270 °C. As concentracdes doditontes da fracdo volatil
foram expressas pela porcentagem de area relats/pidos cromatograficos +
0 desvio padramg2).

Os constituintes foram identificados por compasagés seus indices
de retencdo relativos a seérie dealcanos (@Cg), (Sigma-Aldrich®, St.
Louis,USA) e por comparacdo dos espectros de massbanco de dados da
biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008) e de literau(ADAMS, 2007). Os
indices de retencio foram calculados usando a &gumoposta por KOVATS
(1965) e para as atribuicBes foram consultadosdsdie retencéo de literaturas
(ADAMS, 2007; DAVIES, 1990).

Os dados de crescimento e pigmentos fotossintéiicam submetidos
a analise de regressao polinomial e quando sigtifiws, foram ajustados os
modelos através do programa SAEG (FUNDACAO ARTHURRBIARDES,
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2007). A andlise do dleo foi representada atraeetaldela com os compostos
identificados e seus respectivos indices de reteidgéas relativas (%) e desvios

padréo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de producdo de matéria seca espiieseatadosno
Gréfico 1. Os dados de crescimento se ajustaramodelo quadratico, sendo os
valores maximos com as respectivas laminas refest@sina Tabela 1. Para a
producdo de matéria seca total, as laminas intdiérexs entre os tratamentos
440 e 880 mm, foram as melhores, com 0 maximo ddupvidade na lamina

estimada de 570 mm.

Tabela 1 Valores maximos estimados para as lamapdisadas e para a
producdo de matéria seca da parte aérea (MSPAgrimaeca das
raizes (MSR), matéria seca do caule (MSC) e matmea total
(MST). Lavras, 2013

Parametros

Maximos estimados

Producéo (g) Lamina aplicada (mm)
MSPA 2,09 606,07
MSR 1,84 647,96
MSC 2,13 644,74
MST 6,78 570,62

Em trabalhos com aroeirinhaSdhinus terebentifolium melaleuca
(Melaleuca alternifolid e manjericdo @cimum basilicum)a resposta foi
semelhante ao presente trabalho, onde as dispdait#s hidricas
intermediarias se mostraram ideais para a prodde&aoatéria seca (SILVA et
al. 2002; SILVA et al., 2008; PRAVUSCHlI et al., 2)1
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Gréfico 1 Producédo déchillea millefoliumL. cultivada com a aplicacdo de
diferentes laminas de irrigacdo. A-Massa seca dde paérea
(MSPA); B-Massa seca das raizes (MSR); C- Massa deccaule
(MSC); D-Massa seca total (MST). Lavras, 2013

Comparativamente, algumas espécies apresentamstasjcrescentes
em relacdo disponibilidade hidricas. Em oréga@uiganum vulgareil.,
Marques et al. (2009) observaram uma respostaiygogiira espécie, onde a
maior lamina aplicada (216,8 mm) correspondeu aompiodutividade de
matéria seca total, 0 mesmo ocorrendo cbippia sidoidesCham., sendo que
essa resposta esta relacionada com manutencacaddedms relacdes hidricas
das plantas, bem como a disponibilidade nutrici@hlinda da solubilizacdo
dos nutrientes no solo (ALVARENGA et al., 2012).
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O crescimento das plantas aos 110 dias estd rapadee pela
apresentou comportamento linear crescente paranmenaide folhas, ja o
comprimento de raiz, o numero de brotacfes e diandet caule apresentaram
resposta quadratica (Grafico 2). Foi observado gumaior disponibilidade
hidrica aumentou o nimero de folhas, porém comgalaracio de biomassa,

indicando uma adaptacéo que permita a maior perdaub.
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Gréfico 2 Variaveis de crescimento Aehillea millefoliumL. cultivada com a
aplicacdo de diferentes laminas de irrigacéo. Axigiio do caule; B-
numero de folhas; C- comprimento de raiz; D- Nundedrotacdes.
Lavras, 2013

O comprimento de raiz acompanhou o crescimentoatige farea até
certo ponto, tendo maiores valores nas laminasniediarias. Em algumas
espécies, em condi¢cBes de limitacdo hidrica modgerabserva-se o maior

crescimento do sistema radicular em detrimentoadle @érea, com o propdsito
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de atingir a camada Umida mais profunda no solo \NBAe TAUB, 2010;
LOVELLI et al. 2011; MA et al., 2010).

O Grafico 3 representa os teores das clorofilds ttal e carotenoides.
Os modelos ajustados dos pigmentos apresentaramodamento quadratico
decrescente com o aumento da agua disponivel, pafleeindicar que a planta
esta adaptada a condi¢cdes de déficit hidrico, \dst® conseguiu manter os
niveis proporcionais de clorofila a e b e de camuttes. Normalmente, as
plantas sob déficit hidrico diminuem a quantidadeigmentos fotossintéticos e
acumulam maiores propor¢cées de pigmentos protetooeso carotenoides,

xantofilas e antocianinas, de modo a diminuir aoadd@s espécies reativas de

oxigénio (MOHAMMADKHANI e HEIDARI, 2007; DINAKARA;
DJILIANOVB; BARTELS, 2012).
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Os pontos minimos das concentracbes dos pigmemsSio
representados na Tabela 2, onde foram tomadas cefacéncia a maior
producdo de matéria seca da parte aérea, na lasimaada de 606,07 mm.
Trabalhando com a mesma espécie, Khalil et al.J(R6thservaram que a planta
manteve 0s menores potenciais hidricos e osmaticdsatamento de estresse
hidrico (10 dias sem irrigacdo), com a diminuicaocdndutividade estomatica,
transpiracdo e éarea foliar, indicam que a plantassmta certa tolerncia ao

estresse hidrico

Tabela 2 Valores minimos estimados para a lamitiaagip de 606,07 mm e
para os teores de clorofila a, clorofila b, carétdes e clorofila total.
Lavras, 2013

Minimos estimados

Parametros Teor (ug. Ql)
Clorofila a 435,87
Clorofila b 304,82

Carotenoides 260,60

Clorofila total 740,70

Foram identificados 27 constituintes quimicos recdo volatil das
folhas de A. millefolium (Tabela3), desses, 20 pertencem a classe dos
monoterpenos, sendo que 4 deles apresentaram tewaEs expressivos:
sabineno (32,21-50,97%), 1,8 cineol (6,05-12,8986)neol (6,96-13,03), beta-
cariofileno (10,30 a 20,07%).

Esses compostos séo relatados na literatura pespégie em trabalhos
de cultivo da espécie nas condi¢cbes climaticasdi,| Lituania, Ird, Portugal,
Noruega e Canada, (FIGUEIREDO et al., 1992; LAWRENC1997;
ROHLOFF 2000; MOCKUTE e JUDZENTIENE, 2003; RAHIMMAIK et al.,
2009; NADIM et al., 2011).
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O aumento da disponibilidade hidrica reduziu o erntle constituintes
guimicos presentes entre os tratamentos. No tratancem 55 mm de lamina
aplicada houve 27 compostos identificados, coranast com a maior lamina
aplicada (880 mm), com apenas 17 constituintes.

O teor de 1,8-cineol foi favorecido pela limitacdddrica, onde
apresentou o maior teor entre 0s tratamentos, teepostraria foi observada em
Alpinia zerumbetPers.) B.L. Burtt. & R.M. Smonde a limitacdo prejudicou o
teor do composto (REZENDE et al.,2011).



Tabela 3 Constituintes volateis Aehillea millefoliumL. cultivados com a aplicacdo de diferentes lamf irrigacao.

Lavras, 2013

LAMINAS DE AGUA APLICADAS

Area (%) + DP

Compostos IR* 55 mm 110 mm 220 mm 440 mm 880 mm
3-metil-pentanol 849 0,13+0,02 0,14+0,01 0,31+0,02 0,51+0,05 —
a-tujeno 925 1,10+0,17 1,16+0,07 1,65+0,11 1,43+0,04 1,77%0,05
a-pineno 932 1,33+0,16 1,440,15 2,27+0,13 1,36+0,02 2,00+0,13
canfeno 947 1,05+0,08 0,96+0,01 1,56+0,08 0,91+0,05 1,04+0,06
sabineno 973 36,04+2,74 32,21+1,32 41,54+2,14 38,93 50,9740,9
B-pineno 976 3,00+0,15 3,03+0,03 2,32+0,1 2,24+0,12 2,45+0,05
6-metil-5-hepten-2-ona 986 0,14+0,02 0,11+0,02 — — —
mirceno 990 2,74+0,23 2,32+0,44 1,67+0,07 1,38+0,01 1,67+0,02
a-terpineno 1016 0,36+0,01 0,23+0,07 0,23+0,01 — —
p-cimeno 1023 1,97+0,04 1,51+0,56 1,17+0,01 1,3880,0 0,79+0,04
D-limoneno 1027 3,68+0,19 2,68+0,83 1,89+0,04 1004 1,63+0,01
1,8-cineol 1030 12,85+0,12 10,76+1,55 9,79+0,64 560004 8,39+0,54
3-hidroxi-1-noneno 1040 0,44+0,01 0,34+0,02 — 026¥ —
E-B-ocimeno 1046 0,11+0,02 — — — —
y-terpineno 1057 3,10+0,05 2,0740,33 1,22+0,03 1404 1,33+0,01
hidrato detrans-sabineno 1065 3,03+0,5 3,3310,24 2,06+0 1,52+0,16 1,16+0,03
terpinoleno 1088 0,37+0,01 0,29+0,05 1,33+0,05 — —
tujanol 1098 1,54+0,16 1,85+0,09 0,4+0,01 1,56+0,09 0,98+0,01
canfora 1143 0,14+0,04 0,14+0,02 — — —
borneol 1164 10,56+1,64 13,03+1,15 12,14+0,98 &3 6,96+0,18
terpinen-4-ol 1176 0,48+0,05 0,48+0,01 0,33+0,02 57@0,05 —

a1
iy



Tabela 3, conclusao

LAMINAS DE AGUA APLICADAS

Area (%) + DP

Compostos IR* 55 mm 110 mm 220 mm 440 mm 880 mm
a-terpineol 1190 1,74+0,17 2,44+0,66 2,15+0,12 102+ 1,81+0,03
acetato de bornila 1285 0,74+0,12 0,94+0,03 0,82H0, — —
B-cariofileno 1417 10,3+0,65 15,41+2,28 12,98+1,81 0,0Z+0,69 13,54+1,01
a-humuleno 1451 1,08+0,06 1,51+0,21 1,09+0,17 1,98620 1,12+0,11
B-cubebeno 1479 0,66+0,22 0,59+0,21 1,07+0,11 0,9%+0 2,41+0,31
oxido de cariofileno 1580 0,29+0,02 — — 0,63+0,02 —
Constituintes identificados (%) 99,04 98,02 99,59 8,99 100

N° de constituintes 27 25 22 21 17

!indice de retencao relativo a série n-alcan@sdf) em coluna HP-5MS na ordem de eluicdo. DP: dgsaibido (=2)

¢S
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Os compostos majoritarios estao representadosraficG 4, onde se
pode observar que houve diferencas entre os tedwsscompostos, com
destaque para o sabineno, que representou cebf¥gdos compostos volateis
no tratamento com maior lamina aplicada (880 mminaddejo hidrico interfere
na composi¢cdo quimica volatil da espécie e podeaalsua atividade bioldgica
(NEMETH; BERNAT, 2008).

kL 1 B 55 mm
1 110 mm
50 - B 220 mm
7 440 mm
. N 380 mm
S 40 A
<
i T
S 30 4
e
<
L
<< 20 A
10 A
0 - | [ |

sabineno 1,8 cineol borneol  B-cariofileno

Gréfico 4 Compostos majoritarios dechillea millefoliumL. cultivados sob
diferentes laminas de irrigacdo correspondentes @@sSMOSs
constituintes quimicos. Desvio padr@ic=Q)

Essa variacdo na composicdo do 6leo pode ser idtilBuatividade de
enzimas do grupo das terpeno-sintases, que possuecapacidade de
transformar o substrato em varios produtos diginftGODARD; WHITE;
BOHLMANN, 2008; DEGENHARDT; KOLLNERA; GERSHENZON,0D9).
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Eiasu; Steyn; Soundy (2012) em trabalho com frecjaéde irrigagédo
em Pelargonium spp; observaram uma variacdo dos teores de dittoae
geraniol entre os tratamentos, apresentando uragarelcitronelol: geraniol 2
vezes maior que os tratamentos mais irrigados,osessh variacdo ocorrida no
periodo de uma semana, Sangwan et al. (1994)ammal condicGes de estresse
moderado em duas espécies @gmbopogonspp. também observaram
variagBes significativas nos teores de citral eugiet, assim como ocorrido em
Ocimum basilicuni. e Menthaspp que apresentaram alteragfes nos teores
dos seus constituintes volateis (SIMON et al., 199B5RA e SVIRSTAVA,
2000).

Como o teor de sabineno foi superior no tratameetanaior lamina,
provavelmente este deve ser o principal substrata p producdo de outros
compostos, por rotas ainda desconhecidas.

Nas condicdes de estresse, algumas dessas enziimastigadas,
expressas ou alteram sua funcionalidade para datdas rotas biossintéticas,
0 que pode explicar a maior variabilidade de congzsoso tratamento de maior
limitagdo hidrica (GODARD; WHITE; BOHLMANN, 2008; BGENHARDT;
KOLLNERA; GERSHENZON, 2009).
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4 CONCLUSAO

A Achillea millefoliumL. apresentou melhores produc@es de matéria
seca da parte aérea, das raizes, do caule e #t®alaminas de irrigacao
estimadas entre 570 e 660 mm, sendo que, a passed niveis, a planta nédo
acumulou biomassa.

Os maiores teores de clorofila a, b e carotenombsstratamentos de
menores laminas indicam que a planta acumula pigreesob limitacdo hidrica,
gue pode ser uma forma de protecdo ao estresgephidr

A planta alterou o metabolismo de terpenoides, seotando maior
namero, 27 constituintes na menor lamina aplicd&fa,mm, além disso, a
variagdo nos teores dos compostos majoritariosanglie o manejo da irrigacéo

pode ser utilizado para se adequar os teores deEPE®StOS.
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CAPITULO 3

Crescimento e producéo de compostos volateis Aehillea millefolium L.

cultivada em solug&o nutritiva com omissao de macre micronutrientes

RESUMO

A nutricdo mineral é um dos fatores limitantespnaducédo agricola,
sendo relativamente pouco estudada em plantas imgdjcsendo necessario
determinar quais os elementos sdo limitantes pgreoducdo e como esses
elementos influenciam nos metabdlitos secundarmsnteresse. AAchillea
millefolium L. € uma espécie medicinal com propriedades d#atimatorias e
analgésicas, devido a presenca de Oleo essencial sems folhas e
inflorescéncias. Assim, foi realizado o trabalhenco objetivo de determinar
guais elementos limitam o crescimento da espéeia,domo sua influencia nos
teores de Oleo essencial e nos compostos majosita® experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo, em delineamemioamente casualizado,
sendo aplicada a técnica do elemento faltante dmomea micronutrientes, em
solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon por um peoialé cultivo de 55 dias. Os
tratamentos foram as omissfes das fontes de N, ®aKMg, S, Fe, Zn, B, Mn,
Mo e Cu, mais a testemunha com a solugdo compdésdizando 13 tratamentos
com 4 repeticdes com 2 plantas por vaso. Foraniedleasl a matéria seca total,
didmetro do colo, comprimento radicular, nimerofalbas, clorofilas a, b e
carotenoides, teor de 6leo essencial e os compasititeis das folhas através de
CG/EM. A ordem crescente de limitagdo de macrosnteis para producéo de
matéria seca total, foram: Ca = K= N >P > S > Mgaea 0os micronutrientes
foram: Zn > Fe > B > Cu > Mn > Mo. A ordem creseene limitacdo de
macronutrientes da espécie para o teor de 6lea@abforam Ca =N = K > Mg
> S > P e para os micronutrientes foram Cu > Feo>MZn > B>Mn. A
Achillea millefoliumL. alterou significativamente as producdes de nateca
total, teor de 6leo essencial e compostos vol&@eisfuncdo da omissédo de
macro e micronutrientes, com isso, pode-se adegumamanejo de adubacgéo
aliando a producéo aos teores de 6leo e de conspodtiteis, obtendo-se entédo
uma matéria prima vegetal de qualidade.

Palavras-chave: Milfolhas. Oleo essencial. Borné@ cineol. Elemento
faltante.
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ABSTRACT

Mineral nutrition is a limiting factor in agricultal production, with
relatively little studied in medicinal plants, bginecessary to determine which
elements are limiting for the production and howsth elements influences in
secondary metabolites of interest. TAehillea millefoliumL. is a medicinal
plant with anti-inflammatory and analgesic propstidue to the presence of
essential oil in your leaves and inflorescencesisTthe study was undertaken in
order to determine which factors limit the growthtloe specie, as well as its
influence on the levels of essential oil and thejomacompounds. The
experiment was conducted in a greenhouse, and mdpeld design being
applied to the missing element technique of mancbraicronutrients in nutrient
solution and Hoagland & Arnon, by a cultivation ipdr of 55 days. The
experiment was conducted in a greenhouse in a edetplrandomized design
was applied to the missing element technique ofranacd micronutrients in the
Hoagland & Arnon by a cultivation period of 55 dayhe treatments were
omissions sources of N, P, K, Ca, Mg, Fe, Zn, B, Mo and Cu, plus the
control solution with a total of 13 treatments ahdeplicates with 2 plants per
pot. We evaluated the total dry matter, stem diamebot length, number of
leaves, chlorophyll a, b and carotenoids, essemiilalcontent and volatile
compounds from the leaves by GC / MS. The ordenafeasing limitation of
macronutrients to produce total dry matter were:=0a = N> P> S> Mg and
micronutrients were: Zn> Fe> B> Cu> Mn> Mo. The emf increasing
limitation of macronutrients species for essertiacontent were Ca = N = K>
Mg> S> P and micronutrients were Cu> Fe> Mo> Zn>Bn. The Achillea
millefolium L. changed significantly the production of totaly dnatter, oil
content and volatile compounds due to the omissafh macro and
micronutrients, so can be tailor a handling allyifegtilization, essential oil
content and volatile compounds, obtaining thengetable raw material quality.

Keywords: Yarrow. Essential oil. Borneol, 1,8 citeedissing element.
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1 INTRODUCAO

A Achillea millefoliumL., conhecida popularmente como milefélio, mil
em rama ou aquileia, esta distribuida quase no etoub, tendo como origem
a Europa e oeste asiatico. E uma planta peremenainsa, com porte médio
entre 40 e 60 cm, atingindo até um metro quandimée. As inflorescéncias em
capitulos sdo branco-leitosas, porém, existem dadies com outras coloraces
(ZHANG et al., 1996).

A planta é considerada medicinal e aromatica, setiipadas infusdes
de suas folhas para tratar os sintomas de gripesfgados, além de cdlicas,
inflamacdes cutdneas e queimaduras. Cientificanfersen comprovadas suas
acOes analgésica, antioxidante, colerética e affeinnatoria (BENEDECK et al.
2006; BURK.; CICHACZ; DASKALOVA, 2010; BOZIN et gR008;
POTRICH et al., 2010).

Os principios ativos que caracterizam a acao nmalicia espécie sao
principalmente os flavonoides, como a luteolinaergatina e riboflavina e o
Oleo essencial, constituidos principalmente poiofiemo, sabineno, gama
terpineno e camazulenos, sendo identificados neal4@ compostos terpenicos
em seu Oleo (KINDOVLITS e NEMETH, 2012; LOPEZ-LAZAR 2009;
GUEDON; ABBE; LAMAISON, 1993).

A producdo de metabdlitos secundarios em plantadicmais esta
relacionada com a genética da planta e sua intecagé 0 ambiente. A genética
determina qual principio ativo vai ser produzide; gue época e onde se
acumulard na planta, além disso, sabe-se que meamoma determinada
espécie, temos os quimiotipos, que sdo varia¢@mgufmicas ocorridas dentro
das espécies (LAKUSIC et al., 2012, VERMA et aD12, PADALIA et al.,
2010).
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Nas condi¢cdes ambientais, temos como fatores peitca influéncia da
radiacdo solar, limitacdo hidrica e a fertilidadesdlo. O manejo adequado da
fertiidade do solo permite um crescimento e deskimento rapidos e
eficientes, resultando em uma maior produtividaBerém, os estudos de
nutricio mineral em plantas medicinais sdo relatere escassos,
principalmente relacionados com a producdo e ca@diddos metabdlitos
secundarios (YOUSEFZADEH et al., 2013).

Assim, o trabalho foi realizado para se avaliarescimento, a producéo
e a composicdo dos compostos volateisAdemillefolium L. cultivada em

solucdo nutritiva com a omissdo de macro e micr@nies.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacddepartamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavrageriodo de 22/11/2012 a
16/01/2013. Foi utilizada para o experimento aitécio elemento faltante,
onde foram suprimidas as fontes de macro e miaientgs, utilizando a
solucdo nutritiva proposta por Hoagland e Arnorb(9

As solucdes foram preparadas com 0s sais puros,cengosicao
guimica da solugéo nutritiva completa foi de 2Id.de N; 31 mg de P; 234,6
mg de K; 200,4 mg de Ca; 48,6 mg de Mg; 64,2deg S; 500 ug de B; 20
png de Cu; 648 ug de Cl; 5,022 ug de Fe; 502 pdrdell ug de Mo e 50 pg
de Zn por litro de solugdo. O pH foi ajustado p&r@ através de solucdes
estoque de NaOH 0,5N e HCI 0,5N, sendo aferidgppagametro portatil.

Os 13 tratamentos foram a solucdo completa e @ssdes das fontes
de N, P, K, S, Ca, Mg, Fe, B, Zn, Mn, Mo e Cu. Qirdamento utilizado foi o
inteiramente casualizado com 4 repeticbes e dumstgs por repeticdo. As
plantas utilizadas para o experimento foram progeg@or meio de segmentos
de rizomas, colocados em bandejas de isopor cantsmstrato comercial e
permaneceram em casa de vegetacao climatizad® e

As mudas foram padronizadas e adaptadas em sobgyépleta de
Hoagland e Arnon com a concentracdo de 25% e 50P4Irpa semana cada, até
o0 inicio dos tratamentos. As plantas foram cultagador 55 dias, em vasos com
capacidade de 4,5 L de solugdo, com sistema penteade aeracdo, sendo as
solucbes trocadas semanalmente e completadas niBatia com agua
deionizada para manter o nivel constante da salucao

Ao final do periodo de cultivo, foram determinadas medidas do
didametro do caule, comprimento radicular, nUmerdotteas, teores de clorofila

a, b, total e carotenoides. Para determinagdo dpaeptos fotossintéticos,
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folhas, completamente expandidas foram acondicamaan papel aluminio e
mantidas em banho de gelo durante o transportatawdtério. A extracdo e
quantificacdo das clorofilas, a, b e total foramlizadas segundo a metodologia
de Arnon (1949) a partir de 1g de matéria fresaadgeneizada em 10 mL de
acetona 80%, seguida da leitura em espectrofoténiBckman, modelo 640
B) nos comprimentos de onda 645 e 663 nm. A extracduantificacdo de
carotenoides totais foram realizadas de acordo aonetodologia descrita por
Duke e Kenyon (1986) com a leitura realizada a0

As plantas foram colocadas em estufa de circuldg@ada 40C até
peso constante, para determinacdo da matériactatad teor de 6leo essencial
(% p/p) foi obtido através do peso do 6leo esseagtaaido por hidrodestilacéo,
em aparelho de Clevenger, de 20 g de matéria seqaade aérea, por um
periodo de 90 minutos. Foram determinadas as pdedurglativas (PR%) da
matéria seca total e do teor de 6leo essenciahrtdsacomo base o tratamento
completo, através da equacao: PR (%) = (PTO *1@0) bnde PTO= Producao
no tratamento de omissdo do nutriente e PC = p&mdup tratamento com
solucdo completa.

As andlises quimicas da fracdo volatil foram aadhs no Laboratério
de Fitoquimica do Departamento de Agricultura ddLAlFPara extracdo da
fracdo volatil de folhas d&. millefoliumempregou-se a técnica doeadspace
estatico. Para isso utilizou-se de do extrator dspace” automatico CombiPAL
Autosampler System (CTC Analytic AG, Switzerlandpplado ao sistema de
CG/ EM. Apbs procedimentos de otimizacdo das c@edipperacionais foram
estabelecidos 0s seguintes parametros: tempedgurecubacdo da amostra de
100 °C durante 30 min, temperatura de seringa Q1M volume de injecdo
foi de 500 pL da fase de vapor, injetados em nmepdiv na razdo de 50:1. As
amostras constituiram de 60 mg da parte aéréa ddllefoliumacondicionadas

emvilasde 20 mL, vedados com septo de silicone/PTFE. disfoi realizada
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em um sistema de cromatografia em fase gasosagi890A acoplado a um
detector seletivo de massas AgifeISD 5975C (Agilent Technologies,
Califérnia, EUA), operado por ionizacdo de impaetetrénico a 70 eV, em
modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s,im@nvalo de aquisicdo de
massas de 40-400 m/z.

Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida-5#®S (30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x Q85 de espessura do filme)
(Califérnia, EUA). O gas hélio foi utilizado com@g de arraste com fluxo de
1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e da linkatrdnsferéncia para o MS
foram mantidas em 230 °C. A temperatura iniciafatoo foi de 60 °C, seguido
por uma rampa de temperatura de 3 °C/min até ZGseguida de uma rampa
de 10 °C/min até 270 °C. As concentra¢des dogitonges da fracdo volatil
foram expressas pela porcentagem de area relativpicios cromatogréficos.

Os constituintes foram identificados por comparat@seus indices de
retencéo relativos a série dalcanos @Cig, Sigma—AIdricI’?, St. Louis, USA)

e por comparacdo dos espectros de massas do bamtadds da biblioteca
NIST/EPA/NHI (NIST SPEECH GROUP WEBSITE, 2008) e literatura
(ADAMS, 2007). Os indices de retencdo foram calbodausando a equacao
proposta por KOVATS (1965) e para as atribuicdeanoconsultados indices
de retencao de literaturas (ADAMS, 2007; DAVIES9QP

Os dados de crescimento, producdo de matéria aetadorofila a, b,
carotenoides, teor de 6leo foram submetidoas asendé variancia e quando
significativos submetidos ao teste de médias Jauttt a 5% de probabilidade,
pelo programa SAEG (FUNDACAO ARTHUR BERNARDES, 2007



68

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Macronutrientes

3.1.1 Crescimento e pigmentos fotossintéticos

Os valores médios de crescimento em diametro die,ceamprimento
de raizes, numero de folhas, matéria seca totglreducao relativa de matéria
seca total estdo apresentados na Tabela 1. Alélimidacdo do crescimento,
foram observados sintomas foliares de deficiénc@mno clorose amarelo
avermelhada nas folhas jovens na omissédo de Nracélo vermelho-arroxeada
nas folhas maduras na omissdo de P, necrose do pard o centro das folhas
maduras na omissao de K e morte dos meristemagzeas,rama omissao de Ca
(Figura 1).

Tabela 1 Crescimento e producdo de 6leo e maggamdeAchillea millefolium
L. cultivadas em solug¢do nutritiva com omissdo denonutrientes.
Lavras, 2013

CR MST PRMS PRO
Tratamentos @ (mm) (cm) NF (g.plantd) (%) (%)
Completo 1,30a 36,28b 9,80a 26,10 a 100 100
-N 0,45b 40,8l1a 5,33b 7,70 c 29,50 —
-P 0,70b 37,33b  6,5b 14,30 b 54,79 171,62
-K 0,60 b 27,73d 6,83b 6,66 C 25,54 —
-Ca 0,25¢c 12,00e  5,33b 2,20 c 8,43 —
-Mg 1,08 a 37,66b  8,83a 32,33 a 123,88 90,34
-S 1,38 a 31,93c 9,83a 27,70 a 106,13 113,41
CV(%) 23,14 7,31 17,86 24,75 — —

"Médias seguidas de mesma letra na coluna néo miifenére si pelo teste Skott-Knott a
5% de probabilidadegd- Didmetro do caule, CR-comprimento de raizesnkifrero de

folhas, MST- matéria seca total, PRMS-producéotiv@lade matéria seca, PRO-
producéo relativa de 6leo essencial
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Figura 1 Aspecto geral das plantasAddillea millefoliumL. sobre omisséo de
macronutrientes. Lavras, 2013. Fonte: Arquivo palsso

A omissdo de N, K e Ca reduziram a MST aos menusadsres,
enquanto a omissao de P proporcionou a producétatiia seca total, valores
intermediarios, quando comparados ao controle. sfbfé foi limitante para o
crescimento deCroton urucuanaBaillon, Ocimum sp., Pfaffia glomerata
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(Spreng) Pedersen Galendula officcinalid.., diminuindo significativamente a
producdo de matéria seca total, isso se deve ael gmgencial do P em
processos metabodlicos como a sintese protéica ecdios nucléicos,

fosforilagdo fotossintética e oxidativa, respirgca® ativacdo de enzimas
especificas, além de funcao estrutural das membieaialares ( MOREIRA et

al 2005, SORREANO et al 2008)

As produgbes relativas de matéria seca total forimitadas
principalmente pela omisséo de Ca, K e N, ondébserga valores inferiores ao
tratamento completo, porém, o Mg e S foram os gaeas interferiram nesse
parametro. EnMentha spicataPichi et al. (2012 ) ndo observaram incremento
da producdo de matéria seca total, testando nivessentes de Ca em solucdo
nutritiva.

As omisdes de Mg e S nao foram limitantes pararescimento,
apresentando didmetros, comprimentos de raizesdugies de matéria seca
total, sendo semelhantes ao controle e apresentartdiucdes relativas de
matéria seca total até superiores que o tratammmitrole, indicando que a
quantidade fornecida na solucdo de adaptacdo faiiesue para manter o
crescimento da planta. No controle foi observadorea médios de diametro do
caule de 1,3mm, comprimento radicular de 36,28mtimero de folhas de 9,8 e
matéria seca total de 26,10g.

O comprimento de raizes nao foi afetado pela Gmiste P e Mg,
enquanto a omissdo de N aumentou o compriment@idesr Taiz e Zeiger
(2006) citam que plantas em condi¢cdes de defi@@noutricionais tendem a
investir mais energia na producao de raizes papdiaano potencial de absorcéo
dos nutrientes.

Para os pigmentos fotossintéticos (Tabela 2), deror crescente de
limitac&@o para a clorofila foi N > S = P > Mg > K; para a clorofilafoi N=P =

Mg = S > K e para os carotenoides foi S = N > P > Klg. Os baixos teores
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observados na omissao se N esta relacionada cortesesproteica de clorofila,
acarretando entdo reducdo da capacidade fotogsin®tconsequentemente
perda da producdo, além disso, o acumulo de caidennas omissdes de K e
Mg pode ser um sinal de estresse (ABBASZADEH.g2G09).

Tabela 2 Teores de clorofilas a, b e carotenoidesdthillea millefoliumL.
cultivadas em solugdo nutritiva com omissdo de amadrintes.
Lavras, 2013

Clorofila (mg. g™. mf)

Tratamentos -
a b carotenoides
Completo 0,93b 0,58a 0,50a
-N 0,24d 0,15c¢ 0,15c¢
-P 0,52c 0,24c 0,28b
-K 1,09a 0,40 b 0,48a
_Ca P R R
-Mg 0,89b 0,28c 0,50a
-S 0,45c 0,30c 0,15¢c
CV(%) 10,22 12,13 13,37

"Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o miifenére si pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade. mf- matéria fresca

3.1.2 Teor de 6leo essencial e andlise dos compgstolateis

O teor de 6leo ndo pode ser quantificado nosnetitos com omissao
de N, Ca e K, devido a baixa producéo de matéda sepela caracteristica de
baixa produtividade da planta, sendo priorizadaanasstras para avaliagdo dos
compostos volateis. No controle, o teor de éleaéD,069 % (p/p), condizente
com os teores observados por Rahimmalek et al9j20@Bocevskaa e Sovova
(2007) para a mesma espécie. Para os constitwioigeis, foram identificados
25 compostos volateis, sendo que o maior numer@atepostos (25) foi
observado na omissdo de K e o menor (18) na omidsadg. A ordem de
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limitacdo dos macronutrientes para o niumero detitoimses foi: Mg > S > P >
S >N >K.



Tabela 3 Compostos voléateis Aehillea millefoliumL. cultivados em solugdo nutritiva com omissaoerderonutrientes.
Lavras, 2013

TRATAMENTOS
AREA+DP

COMPOSTO IR Completo -N -P -K -Ca -Mg -S
3-metil-pentanol 849  0,36:0,01  0,2%0,01 — 0,110,01 — — 0,210,01
a-tujeno 925  1,08%0,22 1,120,04 0,880,01  0,980,04  1,1@0,05 1,130,01  0,820,02
a-pineno 932 17504  1,4%0,05 1,380,03  1,5%0,07 1,7%0,12  1,93006  1,2%0,03
canfeno 947 093021 0,790,03 0,840,05  0,930,03 0,980,03 1,080,03  0,620,01
sabineno 972 37,6325 2997045 26,2%0,03 27,461,09 33,062,04 40,751,08  28,281,10
B-pineno 976  1,91:0,28 1,8%0,02 1,7%0,45  2,030,09  1,920,15  2,1@0,08  1,530,05
mirceno 990 2,605 1,5@0,10 2,230,02  1,820,25  1,440,09 273025  2,130,11
a-terpineno 1016 — 0,20,01 — 0,290,03 — — —
p-cimeno 1023 0,8%0,11 1,330,29  0,830,09  0,9%0,21  1,250,08  1,0%0,02  0,730,02
d-limoneno 1027 2,340,38 1,720,01 1,7#0,01  2,480,53  1,640,07 2,580,20  1,780,05
1,8-cineol 1030 8,33%1,41 7,740,66 7,050,29  9,381,88  9,631,31  9,740,52  6,120,26
S-hidroxi-1- 4 g49 —  02%001 @ — 0,24:0,01 — — —
noneno
y-terpineno 1057 2,160,31 0,980,05 1,230,01  2,1@0,59  1,230,15  2,1%1,87  1,80,12
Qfgﬁltgndoarans 1065 0,840,11 2,950,35 2,460,66  3,030,18  2,3@0,15 1,0%0,01  1,280,11
terpinoleno 1088 — — — 0,30t0,08 — — —
tujanol 1098 0,7(:0,12 1,860,15 1,3%0,01  1,380,03 1,3%0,11  0,880,58  1,080,04
borneol 1164 6,41+1,12 10,6%0,27 11,840,04 11,680,90 10,660,6  7,120,18  8,680,43
terpinen-4-ol 1176 — 060,05 0,4@0,35  0,580,09 — — 0,35:0,01
a-terpineol 1190 2,61t0,6  3,9%0,3  4,080,15  2,9%0,2  3,720,11  3,180,07 3,490,1

acetato de bornilal285 0,620,06 0,890,03 0,680,27 1,180,12 1,160,2 0,6%0,03 0,760,04
B-cariofileno 1417 18,044,69 18,54242 15,680,05 21,382,33 22,5%2,82 19,7%0,03 21,2&0,93




Tabela 3, conlcusao

TRATAMENTOS
AREA+DP
COMPOSTO IR Completo -N -P -K -Ca -Mg -S
o-humuleno 1451 1,55:0,50 1,660,23 1,460,29 2,0%0,20 1,980,25 1,7%0,90 2,030,08
B-cubebeno 1479 8,7%3,73 8,421,58 16,020,02 3,90,94 1,0%0,45 1,530,09 13,21+2,86
a-farneseno 1508 0,98t0,38 0,6%0,15 0,930,22 0,690,18 — — 0,46+0,09
6xido de
cariofileno 1580 — 0,93:0,18 0,481,57 0,530,04 1,23%0,10 — 0,45+0,01
Constituintes

identificados (%) 100 100 98,78 99,81 100 100 100

N° de constituintes 20 24 21 25 19 18 22

Yindice de retencéo relativo & série n-alcan@sdfg) em coluna HP-5MS na ordem de eluigdo. DP: dgsaiiyao (=4)

v.
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Os compostos majoritarios (Tabela 4) o sabine6g2(240,75%), 1,8-
cineol (6,19 - 9,63), borneol (6,41-11,84 %cariofileno (15,36-22,55%) B
cubebeno (1,07-16,02 %), sendo que estes foranmvaloles em outros trabalhos
de caracterizacdo dos constituintes volateis dacesgNADIM et al., 2011;
RAHIMMALEK et al., 2009).

Tabela 4 Efeito da omissdo de macronutrientes mo tke 6leo e nos
constituintes volateis majoritarios ée millefoliumL. cultivados em
solucdo nutritiva. Lavras, 2013

Tratamentos TO (%) sabinenc cilrﬁ;)l borneol carigf-ileno cub[?e -beno
Completo 0,069b 37,68b 8,33a 6,414 18,04b 8,77c
-N — 29,97c 7,74b 10,67b 18,54k 8,42¢c
-P 0,118 a 26,21d 7,05k 11,84a 15,6€b 16,0za
-K — 27,46¢ 9,38a 11,68a. 21,38a 390¢
-Ca — 33,06b 9,63a 10,66h 22,55a 1,07 e
-Mg 0,062c 40,75a 9,74a 7,19 19,75a 1,57 2
-S 0,078d 28,28¢c 6,19c 8,68¢C 21,26a 13,21b
CV (%) 12,36 9,67 10,26 7,18 10,99 9,77

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nacedifentre si pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade

A omissdo dos macronutrientes alterou os teores amstituintes
majoritarios, sendo observado que, para o teoabi@eno a ordem de limitacdo
foi: P >N =K =S > Ca > Mg, para o teor de 1,8ecl foi: S>N =P > Ca>K
>Mg; para o de borneol : Mg > S > Ca = N > K= Rgpa def3-cariofileno: N =
P >Mg =K =Ca =S e paraecubebeno: Ca=Mg >K >N > S >P.

Na omisséo de nitrogénio, foram identificados 2#postos, quatro a
mais que o controle, sendo elesx-oterpineno (0,20%), 3-hidroxi-1-noneno
(0,29%), terpinen-4-ol (0,61%) e o6xido de -cariofie (0,93%). Entre os
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majoritarios, houve a reducdo no constituinte saiwn(29,97%), 1,8 cineol
(7,74%) e B- cubebeno (8,42%), aumento no borneol (10,67%)eep-d

cariofileno (18,54%). EmOcimum basilicumL. foi observado producdes
crescentes de linalol e eucaliptol, com incrememtas doses de N
(ZHELJAZKQV et al., 2008). Tatar et al. (2013) ohggam variagdes nos
teores de 1,8 cineol eéhumuleno paraA. millefolium L. com aplicacbes do
nutriente em diferentes épocas de cultivo

Na omissdo de fosforo, foram identificados 22 stitmntes, sendo
observados a presenca deébergamoteno (0,44%) e o oOxido de cariofileno
(0,48%). Nos majoritarios, houve reducdo do teorsaeineno (26,215), 1,8
cineol (7,05%), p-cariofileno (15,68%), e aumento dos teores de dmrn
(11,84%) e deB-cubebeno (16,02) que praticamente dobrou seu riesse
tratamento. O teor de O6leo essencial foi o maiotreemms tratamentos,
apresentando um teor de 0,116%.

O P esta vinculado a processos metabdlicos cosimtese proteica e de
acidos nucléicos, fosforilacao fotossintética elativa, respiracao, e ativagéo de
enzimas especificas, além de funcédo estruturalngambranas celulares. A
suplementacdo com P em solugdo nutritiva favorecaumento do ndmero de
compostos en®@riganum dictamnugs emPelargoniumspp. (ECONOMAKIS et
al., 2002; PRASSAD et al., 2012).

Potassio-Nesse tratamento foi observado o0 maiomerul de
constituintes, sendo identificados cerca de 25¢d@&ue os que ndo estavam
presentes no tratamento controle eram-cterpineno (0,29%), 3-hidroxi-1-
noneno (0,24%), terpinoleno (0,30%), terpinen-4@56%), e o Oxido de
cariofileno (0,53%). Entre os majoritarios, houveducdo no constituinte
sabineno (27,46%) gcubebeno (3,9%), sendo incrementados os compb&os
cineol (9,38%), borneol (11,68% pecariofileno (21,38%).
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O potassio desempenha papel importante como cafatonais de 40
enzimas, manutencdo do pH celular e balanco den@mdanta. Maiores doses
de potassio aumentaram proporcionalmente os cobmasin Rosmarinus
officinalis L. e Salvia officinalisL. (TOUNEKTI et al.,2010, TOUNEKTI et
al.,2011).

Calcio-Apesar da morte da planta aos 15 dias dgvauforam
identificados cerca de 19 compostos, com a aus&lwid-metil-pentanolg-
farneseno e a presenca de Oxido de cariofilenal¥d)2 Nos componentes
majoritarios, houve reducé@o do sabineno (33,069%) eubebeno (1,07%), e
aumento dos componente 1,8 cineol (9,63%), borfi€p66%) ef- cariofileno
(22,55%).

O célcio desempenha papel importante no crescimeggetal, sendo
importante para divisdo celular e na sintese das\paredes celulares, sendo
relatado para &atureja hortensid.. o aumento dos teores de carvactel,
terpinene é-bisabolleno com a aplicacdo de Ca@0 solo de cultivo, mesma
resposta observada p@aimum basilicunpara os teores de linalol, 1,8-cineole,
geranil,a-terpinolene g§—pineno (MUMIVAND et al.; 2011; DZIDA, 2010).

A omissdo de Mg proporcionou 0 menor ndmero destitomtes
volateis dentre os macronutrientes, sendo obsesvd@ocompostos, com a
auséncia do 3-metil-pentanol e dofarneseno. Houve aumento da producgéo de
sabineno (40,75%), 1,8 cineol (9,74%), borneol 9%)L e B-cariofileno
(19,75%), havendo apenas a reducad-ambebeno (1,53%). O teor de dleo
observado foi estatisticamente igual ao contrgegsentando teor de 0,062 %.
O estudo conduzido por Szoke et al. (2004) indresposta positiva da planta a
disponibilidade do elemento para a produc¢édo de ostop volateis ermn vitro
de Chamomilla recutitaL. O Mg participa da molécula de clorofila e cogo
facilmente redistribuido pela planta, os sintons dsiveis em folhas velhas
(SORREANO et al., 2008).
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Na omissdo do enxofre, cerca de 22 compostos fodamtificados,
sendo observada a auséncia do terpinen-4-ol (0,36f4jneseno (0,46%) e o
oxido de cariofileno (0,45%). Os constituintes saho (28,28%) e 1,8 cineol
(6,19%) sofreram reducdo em seus teores, enquattorreol (8,68%),3-
cariofileno (21,26%) €-cubebeno (13,21%) tiveram seus teores aumentados.

A omissdo de enxofre incrementou o teor de 6lends superior ao
tratamento controle, com 0,078%. O enxofre pasdicipa formacdo de
aminoécidos e proteinas sulfonadas (ferredoxinagyr® cofator de enzimas no
metabolismo e promoveu o aumento da producdo deedlgencial er®cimum
basilicumL. (manjericdo) (ZHELJAZKOQV et al., 2008).

Os macronutrientes sdo mais limitantes na produg@getal por
participarem, principalmente, da sintese proteitacrescimento e regulacao
osmética dos tecidos, sendo encontrados em nilatsvamente maiores que 0s
micronutrientes, assim o maior fornecimento dessi#isentes permite maiores
produtividades (TAIZ; ZEIGER, 2006).

3.2 Micronutrientes

3.2.1 Crescimento e pigmentos fotossintéticos

Os paréametros de crescimentoAlemillefoliumL. estdo representados
na tabela 5 onde nota-se que, entre os micronigsiew Fe e o Zn foram
limitantes para a producédo de matéria seca t@aticsos Unicos com producdes
relativas de matéria seca inferiores ao contreld)77e 67,94% respectivamente.
Nesses tratamentos foram observados sintomas deiédeifa nutricional,
principalmente no Fe, onde as plantas apresentatarose generalizada e

gueima dos bordos dos foliolos. Nas plantas conici@le€ia de Zn foi
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observado o enrolamento das folhas jovens, e quaianginal das folhas velhas

(Figura 2).

Tabela 5 Crescimento e producado de 6leo e maeg@amdAchillea millefolium
L. cultivadas em solugdo nutritiva com omissdo deronutrientes.

Lavras, 2013

Tratamentos @ (mm) ((c:nF"T) NF MST (g) PRMS (%) PRO (%)
Completo 1,30 a 36,28 b 980a 26,10a 100 100
-Fe 1,08 a 42,93a 7,20a 19,33 b 74,07 89,13
-Zn 0,95 a 27,90c 6,83b 17,73b 67,94 93,67
-Mo 1,20 a 35,46b 9,00a 35,66 a 136,65 88,80
-B 1,26 a 35,40b 8,77a 28,06 a 107,54 122,08
-Mn 1,46 a 35,41b 9,66a 33,95a 130,08 139,99
-Cu 1,53 a 36,76b 10,5a 30,28 a 116,03 77,18
CV(%) 23,14 7,31 17,86 24,75 — —

"Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o mifenére si pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidaded- Diametro do caule, CR-comprimento de raizesnkifero de

folhas, MST- matéria seca total, PRMS-producéotiv@ade matéria seca, PRO-
producéo relativa de 6leo essencial
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' COMPL_ET}\

'COMPLETO §

Figura 2 Aspecto geral das plantasAdsillea millefoliumL. sobre omissdo de
micronutrientes. Lavras, 2013. Fonte: Arquivo pakso

A aplicagcdo foliar de Fe e Zn eMatricaria recutita favoreceu a
producdo de capitulos florais, indicando que aesuphtacdo de Fe pode ser
uma ferramenta importante para a producdo em glan&icinas (NASIRI et
al.,, 2010). Os teores de clorofila total e de @aroides foram inferiores ao
controle (Tabela 6). O Zn participa em varias dtides enziméticas e no

desenvolvimento dos cloroplastos.
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Tabela 6 Teores de clorofilas a, b e carotenoidesadhillea millefoliumL.
cultivadas em solucdo nutritiva com omissdo de aonigfrientes.
Lavras, 2013

Tratamentos

Clorofila (mg.g". mf)

a b carotenoides
Completo 0,93b 0,58a 0,50a
-Fe 0,26d 0,23c 0,22c
-Zn 0,67c 0,24c 0,30b
-Mo 1,08a 0,51a 0,62 a
-B 0,78b 0,44b 0,55a
-Mn 0,55c¢ 0,37b 0,44 a
-Cu 0,92b 0,43b 0,59 a
CV(%) 10,22 12,13 13,37

"Médias seguidas de mesma letra na coluna néo mifenére si pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade. mf- matéria fresca

O B apresentou poucos sintomas de deficiénciafajue crescimento
desordenado dos foliolos, devido a participacdsedefemento no processo de
divisdo celular, além de um decréscimo dos teceedatofila a e b, porém sua
omisséao nado prejudicou a producdo relativa de matéca total e nem de éleo.

As omissfes de Mn, Mo e Cu ndo prejudicaram adugdes relativas
de matéria seca total, para as producdes relateséteo, as omissdes de B e Mn
ndo foram prejudiciais. A ordem de limitacdo pamroducdo de matéria seca
total foi Zn =Fe > B= Cu=Mn = Mo, 0 que pode indicpe os teores de Mo,
Mn, Cu e B presentes na solugdo completa influenciegativamente a
producdo de MST.

Para os pigmentos fotossintéticos, a ordem créescenlimitagdo para a
clorofila a foi Fe > Mn = Zn > B = Cu > Mo; para a cloroftefoi Zn = Fe > B

= Mn = Cu > Mo e para os carotenoides foi Fe > 2dr= Mo = B = Cu.
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3.2.2 Teor de 6leo essencial e andlise dos compestolateis

Foram identificados 25 constituintes volateis destepresentados na
tabela 7, sendo observado que o nimero de costg#uioi limitado seguindo a
ordem: B > Mo = Cu > Zn > Fe > Mn, onde a omissédvth proporcionou o

maior nimero de constituintes (22) e a de B, o mepamero, com 18.



Tabela 7 Compostos volateis Aehillea millefoliumL. cultivados em solug&o nutritiva com omissaarieronutrientes.

Lavras, 2013

TRATAMENTOS
AREA+DP

COMPOSTO IR -Fe -Zn -B -Mn -Mo -Cu
3-metil-pentanol 849 — — 0,37+0,01 0,26+0,08 — —
a-tujeno 925 0,91+0,03 0,81+0,02 1,33+0,2 0,74+0,19,81+0,05  0,59+0,04
a-pineno 932 1,38+0,06 1,32+0,03 2,04+0,31 1,17+0,34,32+0,08  0,97+0,07
canfeno 947 0,74+0,02 0,79+0,01 1,08+0,14  0,63+0,18,71+0,03  0,53+0,02
sabineno 972 29,41+0,78 27,72+0,73  44,28+5,72 26,08 28,39+1,68 20,82+1,69
B-pineno 976 1,81+0,05 1,51+0,03 2,17+0,25 1,46+0,19,51+0,09  1,12+0,08
mirceno 990 1,92+0,05 1,77+0,04 2,60+0,4 1,61+0,291,74+0,1 1,35+0,09
p-cimeno 1023 0,86+0,01 0,85+0,02 0,99+0,05 0,6330,10,81+0,05 0,61+0,04
d-limoneno 1027 1,96+0,05 1,76+0,06 2,53+0,29 10626 1,73+0,1 1,33+0,1
1,8-cineol 1030 6,95+0,25 6,25+0,12 9,48+1,03 51858 6,90+0,43  5,20+0,43
y-terpineno 1057 1,59+0,04 1,3+0,07 1,91+0,23 1,5060 1,47+0,11  1,11+0,07
hidrato detrans-sabineno 1065 1,57+0,11 1,1+0,12 0,84+0,07 0,870, 0,94+0,09 0,71+0,06
tujanol 1098 1,07+0,06 0,93+0,13 0,61+0,11 0,7340,1 0,70+0,06  0,52+0,03
borneol 1164 8,95+0,33 9,3+0,82 5,61+1,33 6,33+0,9,77+0,72  4,89+0,25
terpinen-4-ol 1176 0,41+0,02 — — 0,29+0,01 — —
a-terpineol 1190 3,65+0,1 2,97+0,31 2,38+0,52 2,580 2,77+0,26  2,22+0,06
acetato de bornila 1285 0,89+0,04 0,94+0,01 — M3\ 0,58+0,04 —
B-cariofileno 1417 22,28+0,42 24,83+0,77 17,245,07 7,58+3,34 21,04+1,05 13,95+0,99
a-humuleno 1451 2,00£0,04 2,22+0,06 1,50+0,52 1,6830 1,89+0,08  1,28+0,08
B-cubebeno 1479 9,80+0,71 11,65+1,88 3,19+1,46 28583 18,39+3,82 38,48+3,06

[o0]
(&)



Tabela 7, conclusao

TRATAMENTOS
AREA+DP

COMPOSTO IR* -Fe -Zn -B -Mn -Mo -Cu
a-bergamoteno 1494 — — — — — 1,24+0,17
a-farneseno 1508 1,71+0,18 1,3+0,23 — 3,41+0,27 A4  3,28+0,44
6xido de cariofileno 1580 0,56+0,03 0,58+0,04 — 03@.01 — —

Constituintes identificados (%) 99,99 99,99 100 199, 100 100

N° de constituintes 21 20 18 22 19 19

'indice de retencao relativo a série n-alcan@sdfg) em coluna HP-5MS na ordem de eluicdo. DP: dgsaibrdo §=4)

8
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O teor de 6leo essencial nas omissfes de micient#s apresentaram
diferencas estatisticas (p<0,05%) entre eles, sgpdmas omissdes de Mn e B
foram o0s que apresentaram o0s maiores teores (0,096%0,084%
respectivamente), assim a limitacdo dos micrortesirpara o teor de dleo
seguiu a ordem Cu > Fe = Zn =B > Mn > Mo.

Os compostos majoritarios (Tabela 8) identificaftobam o sabineno,
com os teores entre 20,82-37,68%, 1,8 cineol (9,28%), borneol (4,89-
9,30%)p-cariofileno (19,95-24,83%) @cubebeno (3,19-38,44%).

Tabela 8 Efeito da omissdo de micronutrientes madygdo dos compostos
volateis majoritarios deA. millefolium L. cultivados em solugéo
nutritiva. Lavras, 2013

0 i _Ci p-
Tratamentos TO (%) sabineno 1,8-cineol borneol cariofileno  cubebeno

Completo  0,069c  37,68b 8,33a 6,41c 18,04b 8,77e
-Fe 0,061d  29,41c 6,95b 8,95b 22,28a 9,80d
-B 0,064d 44,28a 9,48a 5,61d 17,20b 3,19f
-Zn 0,061d 27,72¢ 6,25¢c 9,30a 24,83a 11,65c
-Mn 0,084b  26,04d 5,85¢c 6,33c 17,58b 24,18b
-Mo 0,096a 28,39c 6,90b 6,77c 21,04a 18,39c
-Cu 0,053e 20,82e 5,20c 4,89d 19,95¢ 38,48a.

CV (%) 12,36 9,67 10,26 7,18 10,99 9,77

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nacedifentre si pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade

Os micronutrientes influenciaram nos teores dosstitointes
majéritarios, sendo observado que para o teorliieeszo, a ordem de limitacéo
foi: Cu > Mn> Zn = Fe = Mo> B; para o 1,8 cineoli€Mn=2Zn >Fe >B; para o
borneol: B=Cu>Mn=Mo> Fe > Zn; parapecariofileno: Cu >B =Mn > Fe = Zn

= Mo, sendo o0 que menos variou com a omissao do®mitrientes e paraf
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cubebeno: B > Fe > Mo > Zn > Mn > Cu, que por seafoi o que mais variou
entre 0s compostos majoritarios.

Na omisséo de ferro foram identificados 21 conmgmshdo estando
presente o 3 metil-pentanol, sendo presentes méerd-ol (0,41%) e 6xido de
cariofileno (0,56%). Para os majoritarios, houveuiggio dos teores de sabineno
(29,41%), 1,8 cineol (6,95%) e aumento dos teoresharneol (8,95%)p-
cariofileno (22, 28%) @-cubebeno (9,80%). O teor de 4leo foi prejudicaaio e
funcdo da omissao do elemento, com teor de 0,061%.

Com relacdo ao zinco, foram identificados 20 eatporém com a
auséncia do 3-metil-pentanol, e presenca do O&xidocariofileno. Houve
diminuicéo dos teores de sabineno (27,72 %), h&oti(6,25%), e aumento dos
teores de borneol (6,41%f);cariofileno (24,83%) ¢-cubebeno (11,65%). O
teor de 6leo foi inferior ao controle com teor ¢@63%.

A aplicacdo foliar de Fe e Zn eMatricaria recutita L. favoreceu a
producdo de capitulos florais, e efcimum basilicumL. favoreceu o
crescimento e a producado de 6leo essencial quariiiados em solos salinos,
sendo observado também um incremento significadivoteor de linalol. O
fornecimento de niveis adequados de Fe e Zn entaplanedicinais pode
incrementar a producdo de metabdlitos de intergsse esses elementos atuam
na producdo de clorofila e na rota do &cido chigeomncomo cofatores de
enzimas (GUANGQIU; CHONGLING; HAOLIANG, 2007; MORTEet al.,
2006).

No tratamento com omissdo de B foram identificadpenas 18
compostos, ndo apresentando 0os compostos acetdiorigiéa ea-farneseno.
Houve aumento dos teores de sabineno (44,28%) ecihedl (9,48%) e
diminuicéo dos teores de borneol (5,61%6gariofileno (17,20%) @-cubebeno
(3,19%). O teor de Oleo foi superior ao controlemc0,084%. O boro esta

relacionado em complexos de componentes da pareldi&are na atividade
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enzimatica e alongamento o e divisdo celular. Earcuma longal. foi
observado que a deficiéncia de boro alterou o almideicurcumina e de 6leo
essencial (DIXIT; SRIVASTAVA; SHARMA, 2002).

Sem a disponibilidade de manganés, 22 compostamfalentificados
na omissdo de Mn, onde se constatou a presengapileen-4-ol (0,29%) e o
oxido de cariofileno (0,40%). Houve diminuicdo desres de sabineno, 1,8
cineol, (5,85%), borneol (6,33%)pe cariofileno (17,58%), sendo observado o
aumento de quase 3 vezes do teorpdeubebeno (24,18%). O tratamento com
omissdo de Mn apresentou teor de 6leo maior quatoate, com 0,096%.

Com a omissdo do molibdénio, foram identificad8scbmpostos no
tratamento, sendo notada a auséncia de 3-metiupainthavendo decréscimo
do teor de sabineno (28,39%), 1,8 cineol (6,90%gumento dos teores de
borneol (6,77%)p- cariofileno (21,04%) e dp- cubebeno (18,39%). O teor de
6leo foi inferior ao controle, com 0,061%.

Com relagédo a omissédo do cobre, foram observa@l@asrbpostos, com
a auséncia do 3-metil-pentanol e acetato de bampl@senca de-bergamoteno
(1,24%), houve diminuicdo do teor de sabineno @&a)3 1,8 cineol (5,20%),
borneol (4,89%) @- cariofileno (13,48%) e destaque para o aumentizaiode
B- cubebeno, que foi o maior entre todos os trat&wsenepresentando cerca de
38,48% dos compostos volateis. A omissdo do eler@ejudicou a producao
de 6leo, com teor de 0,053%.

O manganés atua na ativacéo de algumas enzirseténeia a doencas
e participacdo na producdo de metabdlicos secursdgéd o molibdénio esta
relacionado com a transferéncia de elétrons, fixaigdN e sintese de proteinas,
enquanto o cobre participa na desintoxicacdo deaiadlivres, lignificacédo e
viabilidade de polen (WELCH; SHUMAN, 1995; YRUELZ009).

Os micronutrientes sdo importantes cofatores demas, inclusive das

terpeno-sintases, que sdo responsaveis pela pmdieskes compostos, com
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isso, a omissdo de um ou outro nutriente pode éaeora atividade de uma ou
mais enzimas, alterando as rotas biossintéticagjlta@do nas diferencas
observadas tanto na composicdo, como nos teoresodsstuintes (DEWICK,
2002).
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4 CONCLUSAO

A ordem crescente de limitacdo de macronutriengga producéo de
matéria seca total foi; Ca = K= N >P > S > Mg eapas micronutrientes foram:
Zn >Fe >B > Cu > Mn > Mo.

A ordem crescente de limitagdo de macronutrienteggpécie para o
teor de 6leo essencial foram Ca =N = K > Mg > Seflara os micronutrientes
foram Cu > Fe > Mo > Zn > B>Mn.

A Achillea millefoliumL. alterou significativamente as producdes de
matéria seca total, teor de dleo essencial e cdopaewlateis em fungcdo da
omissdo de macro e micronutrientes, com isso, pededequar um manejo de
adubacé@o aliando a producdo aos teores de 6leo @rdpostos volateis,

obtendo-se entdo uma matéria prima vegetal dedzuoli
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CAPITULO 4

Efeito da qualidade e intensidade luz e tdz no creisnento, multiplicagéo e
producao de constituintes volateis déchillea millefolium L. cultivada in

vitro

RESUMO

O cultivo in vitro de plantas medicinais € uma ferramenta importante
para a agricultura, permitindo a producdo em grastala de metabdlitos de
interesse. O trabalho avaliou o crescimento, o0s postos volateis e a
multiplicac@o deA. millefoliumsob a influencia de diferentes qualidades de luz,
através da utilizacdo de LEDs, nas cores verdd, agumelho, branca, luz
fluorescente branca fria, diferentes niveis de(ii&14; 27,79; 35,05; 47,03 e
69,00 pumol. m2. s-1), e diferentes concentra¢deshildiazuron (0; 0,25; 0,50;
0,75 e 1,0 mg.t) no cultivoin vitro. Os resultados observados indicaram que a
luz no espectro do azul ou a intensidade de 277T8lg1 m2.s-1 e como as mais
favoraveis para a micropropagacao, apresentanduresgoroducdes de matéria
seca da parte aérea, de raizes, total, porcentadgnsobrevivéncia e
enraizamento, numero e comprimento das raizes. Nitiplitacdo, a
concentracéo de 0,25 mg.lde TDZ proporcionou maior nimero de brotacdes
com maior comprimento e matéria seca. Os composbajoritarios
identificados foram o sabineno, 1,8 cineol, bornpalariofileno eB-cubebeno.
Pelos resultados observados, tanto para a micragagfo quanto para 0s
compostos volateis, a luz é um fator de cultivo pode ser utilizado de modo
eficiente para manipular a producdo de compostostedeesse, bem como a
multiplicacaoin vitro, utilizando o regulador TDZ.

Palavras-chave: Milfolhas. Micropropagac&o. Oleseasial. Sabineno.
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ABSTRACT

In vitro cultivation of medicinal plants is an importantoltofor
agriculture, allowing large-scale production of atmdlites of interest. The study
evaluated the growth, volatile compounds and theltiplication of A.
millefolium L. under the influence of different qualities @ht through the use
of LEDs, in the colors green, blue, red, white, logbite fluorescent light, light
of different levels (13,14, 27,79, 35,05, 47, 031 &9.00 mol. m2. s-1), and
different concentrations of TDZ (0, 0.25, 0.50,%ahd 1.0 mg L-1) in vitro.
The observed results indicated that light in theebspectrum or intensity of
27.79umols. m2. 1 s-and as the most favorable for mi@pgagation, with higher
dry matter production of shoots, roots, total petage of survival and rooting,
number and length of roots. In multiplication, ttencentration of 0.25 mg L-1
TDZ gave more shoots with greater length and dryttena The major
compounds identified were sabinene, 1,8 cineohdwl 3-caryophyllene ang-
cubebeno. The major compounds identified were saleinl,8 cineol, borneol,
B-caryophyllene andp-cubebeno. The observed results, both for the
micropropagation and for the volatile compoundshtlis a factor to culture may
be used to effectively handle the production of poonds of interest as well as
the proliferationn vitro using the pgr TDZ.

Keywords: Yarrow. Micropropagation. Essential &abinene.
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1 INTRODUCAO

O cultivo in vitro de plantas medicinais € uma ferramenta tecnolédgica
importante, pois permite um cultivo intenso, rapel@m larga escala. Além
disso, fatores como clima, tipo de solo, sazondédgue interferem no cultivo
convencional em campo, ndo sao limitantes para lbv@uem salas de
crescimento ou biofabricas (COLE et al., 2009).

Apesar de apresentar essas vantagens, o ciftivitro passa por uma
serie de adequacgBes metodoldgicas, que verificais géo as melhores formas
de assepsia dos explantes, condicdes de crescimnmealiiplicacdo e o efeito
dos reguladores de crescimento, de modo a se determm protocolo de
estabelecimento mais adequado para cada espécfCIIN et al., 2010;
ALATAR et al., 2012).

Entre os fatores que interferem nesse processe;gmditar a assepsia,
gue evita 0s prejuizos pela contaminacao dos eslqnor fungos e bactérias, o
tipo e posicdo do explante, que esta relacionada @dalanco hormonal. O
fotoperiodo, intensidade e qualidade de luz tambétarferem sobre o
crescimentdn vitro, principalmente em plantas medicinais, pois se sple e
fator luz afeta o metabolismo primario e secundérpode ser adequado para a
producdo de metabdlicos de interesse (PALU e2@l.]).

Os reguladores de crescimento permitem a produgdocalos,
regeneracdo, multiplicacdo, organogénese, enraigame crescimento das
plantasin vitro, devendo ser avaliados em diferentes concentrapées
determinar em quais niveis e combinacfes se obtmmeahores respostas
(PALMA et al., 2013; JANA et al., 2013).

O objetivo com o trabalho foi avaliar o crescimemtwiltiplicacéo e os
compostos volateis d&chillea millefoliumL. em cultivoin vitro sob diferentes

condi¢Bes de luz (intensidade e qualidade luzpneentracdes de TDZ.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério det@al de Tecidos e
Plantas Medicinais, do Departamento de AgriculdadJniversidade Federal de
Lavras. Para o estabelecimerito vitro da espécie, utilizou-se o segmento
terminal do rizoma. As plantas matrizes (Figurfotam cultivadas em casa de
vegetacdo em regime de fertirrigacdo, que foizadh duas vezes ao dia, sobre
0 substrato areia lavada. A soluc¢do nutritiva fminfulada com as seguintes
fontes e concentracdes (mg)L CaNQ:760; NHSO,; 225; KCl 400;
MgSO,:375; Tenso Ferfo44; Mn SQ:6,72; HBQ:3,28; ZnSQ: 0,56; CuSQ
0,36; NaMo0Q:0,05 e Mono aménio fosfato (MAP):110.

Figura 1 Plantas matrizes de millefoliumcultivadas em areia sob sistema de
fertirrigacdo. Lavras, 2013. Fonte: Arquivo pessoal
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Inicialmente, os segmentos de rizoma com 20 mmfoeduzidos a 10
mm, com auxilio de pin¢a e bisturi. Os explantemr(gs terminais do rizoma)
foram lavados com 4 gotas de sabonete liquido Fretenxaguados com agua
corrente, por 30 minutos. Apds o enxague, forantsogeem alcool 70% por 10
segundos e colocados em solucédo agua sanitaria s@fitacdo por 20 minutos.

Em capela asséptica de fluxo laminar, os expldotes lavados quatro
vezes com &gua destilada autoclavada, sendo as mplimeiras lavagens
realizadas em 30 segundos, e as subsequentes eimutb,nposteriormente,
foram excisados a um tamanho de 5 mm e inoculatddsileos de ensaio, 150 x
25 mm, contendo 15 mL de meio de cultura MS (MURASH e SKOOG,
1962). Os tubos de ensaio contendo o0 meio de auitvam autoclavados a uma
temperatura de 125° C, por 25 min e pressao deatnblantes de receberem os
explantes. Apés a inoculacdo, os explantes forammtides em sala de
crescimento, com lampadas brancas frias fluoresseatintensidade de 32
umols. nt.s*, com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horassdere, e
temperatura de 25 +/- 2,5°C.

Para a multiplicacdo, aos 45 dias de cultivo, astplas estabelecidas
foram repicadas e transferidas para frascos comté@dmlL de meio de MS +
TDZ (Thiadizuron), na concentracdo de 0,5 rilg.lApdés 30 dias de
permanéncia no regulador de crescimento, (Figuras2jnultiplas brotacdes
viaveis, com 2 cm de comprimento e 4 folhas dedeidas, foram
individualizadas, lavadas em agua estéril, redsziga tamanho de 1 cm e
inoculadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de Mi®j formando entdo os
explantes a serem utilizados nos tratamentos dilgda e intensidade de luz.
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Figura 2 A-Mdltiplas brotacdes d& millefoliumL. cultivadas durante 30 dias
em MS+ 05 mg.l de TDZ. B-Explante utilizado para os
experimentos

2.1 Qualidades de Luz

Ap6s a inoculacdo nos tubos de ensaio, as plarfardas mantidas sob
lampadas LED Light Emission Diodecom espectros azul, vermelho, branco
verde e lampada fluorescente branca fria (Grafjcé&di utilizado delineamento
inteiramente casualizado (DIC), sendo 5 tratameros 4 repeticdes e 5 tubos
por repeticdo. Os espectros de luz foram aferidesvés do espectrdmetro
portatil SPECTRA PEN Z850, (Qubit Systems-KingstOntario-USA).
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Gréfico 1 Espectros de luz utilizados para o expenio. A- LED espectro azul,
B- LED espectro vermelho, C- LED espectro verde|.Eb espectro
branco, E-lampada fluorescente branca fria. La2@4s.

2.2 Intensidades de Luz

As intensidades de luz utilizadas foram: 13,147%2735,05; 47,03 e
69,00 umol. m2.s-1, aferidas através do medidor BRIBCK + PAR PHOTON
FLUX SENSOR, modelo QSO-S, (DECAGON DEVICES- Pulima
Washington- USA). As fontes emissoras de luz fotampadas fluorescentes

brancas frias.
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Aos 45 dias, as plantulas foram avaliadas quanfmraentagem de
sobrevivéncia (S%) e enraizamento (E%), nimerathes (NR), comprimento
das raizes (CR), massa seca da parte aérea (M8RAya seca das raizes
(MSR), matéria seca total (MST), os teores de @ilama, b e carotenoides. Da
matéria seca da parte aérea, foram retiradas amoptra a andlise dos
compostos volateis. Os dados de porcentagem deeviodmcia e de
enraizamento foram transformados pasac sen (,/x/100), onde x € a
porcentagem da variavel. Os parametros foram sidhosed analise de variancia
e guando significativos, comparados pelo testetSeuitt, ao nivel de 5% de
probabilidade, através do programa SAEG (FUNDACAORTAIUR
BERNARDES, 2007).

2.3 Concentracdes de TDZ

Plantulas que estavam 30 dias em tubos contendo M& foram
reduzidas a 10 mm, lavadas e inoculadas em frasoaggendo 40 ml de meio
MS com as seguintes concentracdes: 0,25; 0,50; 0,06 mg.l;1 de (TDZ) e o
controle, sem a adicéo do regulador. O delineameiitrado foi o inteiramente
casualizado, sendo que, para cada tratamento, faibrados 5 repeticbes com
5 frascos cada.

Aos 45 dias, foi avaliada a sobrevivéncia dos esplE numero de
brotacbes viaveis, comprimento das brotacfes, msessa das brotacbes, e
massa seca total das brotacgdes.

Para comparacdo dos compostos volateis, foranadasramostras das
plantas antes do inicio do experimento, ou seja, 3@ dias em meio MS, sendo
denominadas “plantas iniciais” (PI) e plantas gée foram inoculadas no meio
contendo o regulador, permanecendo no tubo decersa meio MS, até 75
dias, sendo denominadas “plantas finais” (PF). Tambforam retiradas
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amostras da parte aérea das mdltiplas brotacdasapaliacdo dos compostos
volateis de todos os tratamentos.

Os dados de sobrevivéncia, nimero de brotacdesisjasomprimento
das brotactes, massa seca das brotacdes e massataledas brotacdes foram
submetidos andlise de regressao através do pro@aABa (SAEG, 2007).

2.4 Andlise dos compostos volateis

As andlises quimicas da fracdo volatil foram realés no Laboratério
de Fitoquimica do Departamento de Agricultura dd L AlFPara extracdo da
fracao volatil de folhas d&. millefoliumempregou-se a técnica doeadspace
estatico. Para isso utilizou-se de do extrator depace” automaticGombiPAL
Autosampler System (CTC Analytic AG, Switzerlandpplado ao sistema de
CG/ EM. Apbs procedimentos de otimizacdo das c@edipperacionais foram
estabelecidos os seguintes parametros: tempegdslrecubacdo da amostra de
100 °C durante 30 min, temperatura de seringa Q1@ volume de injecao
foi de 500 uL da fase de vapor, injetados em madib rsa razao de 50:1. As
amostras (em quadruplicada) constituiram de 60 mgpaite aérea da.
millefolium acondicionadas emvials de 20 mL, vedados com septo de
silicone/PTFE.

A andlise foi realizada em um sistema de cromafiagesn fase gasosa
Agilent® 7890A acoplado a um detector seletivo de massaeny MSD
5975C (Agilent Technologies, Califérnia, EUA), opdo por ionizacdo de
impacto eletrénico a 70 eV, em modo varredura, a wetocidade de 1,0 scan/s,
com intervalo de aquisi¢cdo de massas de 40+@0

Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida-5®S (30 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x Q85 de espessura do filme)

(Califérnia, EUA). O géas hélio foi utilizado comag de arraste com fluxo de
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1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e da linkatrdnsferéncia para o MS
foram mantidas em 230 °C. A temperatura iniciafatno foi de 60 °C, seguido
por uma rampa de temperatura de 3 °C/min até ZGseguida de uma rampa
de 10 °C/min até 270 °C. As concentracdes doditontes da fracdo volatil
foram expressas pela porcentagem de area relatsvpiclbs cromatograficos.

Os constituintes foram identificados por compaocagos seus indices de
retencdo relativos com uma solucdo padraonddcanos (@Cig), Sigma-
Aldrich®, St. Louis, USA) e por comparacio dos espectrasatsas do banco
de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST, 2008)eeliteratura (ADAMS,
2007). Os indices de retencgéo foram calculadosdosarequacéo proposta por
KOVATS (1965) e para as atribuicbes foram consobaaidices de retencdo de
literaturas (ADAMS, 2007; DAVIES, 1990).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Qualidades de luz

3.1.1 Crescimento

Houve diferencas significativas (p< 0,05%) entretrasamentos para
todas as variaveis analisadas, sendo que a langgdacom espectro azul
proporcionou maiores acumulos de matéria seca da pérea, raizes e total,
bem como maior numero e comprimento de raizes, esbi@ncia e
enraizamento das plantulas (Tabela 1). No espeetde, observa-se que apesar
do comprimento da parte aérea nao ter apresenif@denta em relacéo ao azul,
a producdo de matéria seca total foi prejudicadaicando que houve

estiolamento.

Tabela 1 Crescimentim vitro de A. millefolium cultivadas em meio MS, sob

diferentes espectros de luz, durante periodo diag5Lavras 2013.
Espectros MSPA  MSR MST CPA CR NR %S %E

de Luz (mg) (mg) (mg) (cm) (cm)

Azul 113,37a 16,57a 129,95a 5,38a 7,69a 7,97a 80#ha
Vermelha 57,55b 2,61b 60,16b 4,38b 4,22b 4,29c 7060b
Verde 37,25¢ 4,30b 4155c 497a 2,82c 3,33d 45b c 20
Branca 63,50b 5,12b 68,62b 4,05b 4,73b 4,98c 50b0b 5

Fluorescente 66,98b 2,51b 69,48b 3,44b 7,47a 5,44ba 55b
CV (%) 45,15 68,03 4522 14,83 48,65 52,20 29,32,336

"Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o miiferére si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05). MSPA-Matéria seca da parte aérea, MSReNtatseca das raizes, MST-
Matéria seca total, CPA-Comprimento da parte ade€aComprimento de raizes NR-
NUmero de raizes, % S-Porcentagem de sobrevivéridiaE-porcentagem de
enraizamento
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A porcentagem de sobrevivéncia das plantulas ioiefgante entre as
cores vermelha branca fluorescente e a azul. Naagagéo de plantas, sabe-se
que uma plantula mais desenvolvida e com o sistewigular bem formado

permite uma aclimatizacdo mais rapida e melhoresstde sobrevivéncia em
campo (CHANDRA et al., 2010; GRUSZECKI et al., 2DINa Figura 3 pode-

se observar o maior desenvolvimento das plantas.

Figura 3 Plantulas da&. millefoliumL.cultivadas em meio MS por 45 dias, sob
diferentes LEDsA-Espectro vermelho, B- Espectro Azul, C-Espectro
branco, D-Espectro verde, E-LaAmpada fluorescemstechr

Os resultados observados para o crescimento poédendevido ao
comprimento de onda na faixa do azul ser o queupasaior energia, sendo
importante para niveis de fotossintese adequatéos, disso, pode-se observar
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na Tabela 2 que a relagéo de clorofila b/a estiésaelicomparado com o espectro
branco e a lampada fluorescente, indicando quecessr enérgico advindo da
excitacdo dos fitocromos esta sendo descarregada cloeofila b
(HUYLENBROECK; PIQUERAS; DEBERGH, 2000)

Tabela 2 Pigmentos fotossintéticosAlamillefoliumL. cultivadas em meio MS,
sob diferentes espectros de luz, durante periodd5ddias. Lavras

2013

Espectros de Clorofila (mg.g".mf) Carot

luz a b b/a total '
Azul 0,41b 0,63b 0,65a 1,05b 0,32b
Vermelha 0,29c 0,52b 0,65a 0,82c 0,27b
Verde 0,57a 0,99a 0,58a 1,57a 0,47a
Branca 0,28c 0,64b 0,44b 0,92c 0,28b
Fluorescente  0,37b 0,72b 0,51b 1,09b 0,43a
CV (%) 18,63 15,26 15,42 14,75 16,05

"Médias seguidas da mesma letra na coluna néo miiferére si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05)

Os maiores teores de pigmentos no tratamento cqacks verde
indicam o estresse fético da planta, sendo o congmtio de onda refletido pela
clorofila, onde o aumento do teor de clorofila anma forma de compensar a
falta de luz fotossinteticamente ativa, porém comixd conversao em
fotoassimilados (MASSA et al., 2008).

Os resultados observados séao justificados porsigerabalhos, pois na
literatura é relatado que as plantas respondemasamdiacdes na cor vermelha
e azul, devido aos fitocromos, fototropinas e odmmos, pigmentos que,
guando estimulados, controlam além da expressaalgims genes, abertura
estomatica, florescimento entre outros processd$EYMNIER et al.,, 2013;
CHEN et al., 2004).
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Ja para a luz verde, ela pode ser utilizada comsuplementar para o
crescimento quando associada com a luz azul ouelleamcomo observado isso
em alface e tomate (FOLTA; MARUHNICH, 2007; LIUadt, 2010).

Cultivo sob espectro no azul, vermelho e suas awegbies favoreceu o
crescimento de ageratunfderatum houstonianunMill.), tagetes (Tagetes
erecta L.), e salvia (Salvia splenden€ Sello)promovendo o prolongamento
do florescimento, sendo que a mesma suplementagéoeteu o crescimento
em Rehmaniaglutinosa Libosch. e foi indicado para o cultivo e cuircuma
(Curcuma longa L.), com resposta positivas, quando comparadas aos
tratamentos com luz branca fluorescente (HAMN et28I00; HEO et al., 2006;
TROUWBORST et al., 2010).

3.1.2 Compostos volateis

Foram identificados cerca de 30 constituintes egatdentre estes o
sabineno, borneol, 1,8 cine@kcariofileno ep-cubebeno, e representaram entre
de 71,18 a 73,47% da composicdo quimica totatindphda fluorescente branca
fria foi que a presentou o maior nimero de compps®®, e no espectro

vermelho, cerca de 26 constituintes.



Tabela 3 Constituintes volateis Aehillea millefoliumL. em cultivoin vitro sobre diferentes espectros de luz, por 45
dias. Lavras, 2013

ESPECTROS DE LUZ
Area (%) +DP

Compostos IR? Azul Vermelho Verde Branco Fluoresc.
a-tujeno 925 0,94+0,18 1,17+0,54 0,90+0,12 0,80+0,19 0,77+0,04
a-pineno 932 1,79+0,38 1,79+0,78 1,37+0,14 1,64+0,41 1,41+0,08
canfeno 947 1,19+0,22 1,04+0,39 1,21+0,06 1,06+0,27 0,96+0,03
sabineno 973 24,17+4,61 30,7745,69 22,12+1,70 26,29 19,58+1,65
B-pineno 976 1,54+0,23 1,86+0,38 1,41+0,28 1,41+0,37 1,4140,18
6-metil-5-hepten-2-ona 986 — — 0,15+0,01 — 0,1310,0
mirceno 990 0,91+0,12 — 0,56+0,12 0,68+0,22 0,9290,
a-terpineno 1016 0,21+0,02 0,17+0,01 0,26+0,11 0183 0,19+0,01
p-cimeno 1023 0,38+0,01 0,37+0,02 0,43+0,09 0,3180,0 0,43+0,03
D-limoneno 1027 1,28+0,14 1,34+0,29 1,00+0,22 132 1,65+0,15
1,8-cineol 1030 7,16+1,23 6,87+1,17 5,31+0,62 61736 6,00+0,78
y-terpineno 1057 0,93+0,07 0,84+0,10 0,75+0,21 00704 0,77+0,16
hidrato detrans-sabineno 1065 2,81+0,74 1,50+0,62 1,99+0,75 3,061 3,88+1,03
terpinoleno 1088 — — — 0,14+0,10 0,20+0,20
tujanol 1098 1,38+0,31 1,21+0,40 1,60+0,31 1,4040,3 1,90+0,15
borneol 1164 13,46+2,09 6,04+2,60 13,96+0,52 121883 15,68+0,20
terpinen-4-ol 1176 0,70+0,18 0,50+0,32 0,78+0,26 6260,09 0,91+0,03
a -terpineol 1190 3,47+0,33 2,5240,79 2,72+0,07 3634 3,98+0,06
acetato de bornila 1285 0,97+0,17 0,65+0,21 0,750, 0,88+0,27 1,04+0,08

ITT



Tabela 3, conclusao

ESPECTROS DE LUZ

Area (%) +DP

Compostos IR? Azul Vermelho Verde Branco Fluoresc.
a-cubebeno 1374 0,22+0,21 0,31+0,03 0,31+0,14 0,26+0 0,29+0,02
B-elemeno 1391 — — — — 0,26+0,26
B-cariofileno 1417 13,65+1,23 12,82+3,62 12,26+0,86 10,96+0,25 10,59+0,53
a-humuleno 1451 1,51+0,15 1,37+0,02 1,47+0,05 1,250 1,36+0,01
E-B-farneseno 1457 0,63+0,01 1,37+0,24 1,44+0,70 ne 0,80+0,38
y-muuroleno 1475 0,25+0,02 0,32+0,04 0,35+0,02 00304 0,25+0,03
B-cubebeno 1479 15,03+1,06 15,16+0,08 18,51+3,35 6228,20 19,33+3,79
a-bergamoteno 1495 0,32+0,01 0,24+1,24 0,97+0,15 54023 0,31+0,04
a- farneseno 1509 3,29+0,30 3,14+4,56 4,24+0,85 3,73 2,06+0,49
B-sesquifelandreno 1523 1,00+0,20 1,26+1,10 2,5a+1,4  1,20+0,22 1,20+0,79
oxido de cariofileno 1580 0,28+0,04 0,33+1,20 — 53212 —
Constituintes identificados (%) 99,58 97,59 99,87 9,18 98,95
N° de constituintes 27 26 28 28 29

indice de retencéo relativo a sémalcanos (§C,s) em coluna HP-5MS na ordem de eluicdo. DP: dgsaibéo i = 4)

ITT
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Os compostos majoritarios (Tabela 4) apresentaraferedcgas
significativas (p<0,05%) entre seus teores, sensoajmaior teor de sabineno
(30,77%) foi observado no espectro vermelho, o drteol (7,16%) ep-
cariofileno (13,65%) para o azul, borneol (15,68%ja lampada fluorescente
branca € cubebeno (21,62%) pasauz branca LED.

A diferenca quantitativa mais expressiva foi obadas nos teores de
borneol no vermelho, que apresentou uma redu¢d@%eem comparacao com
a média dos teores dos demais tratamentos. O éesatineno (19,58%) e e
cariofileno (10,59%) foi prejudicado pelo espectta lampada fluorescente

branca fria.

Tabela 4 Compostos majoritarios de millefoliumL. cultivadain vitro sob
diferentes espectros de luz. Lavras, 2013
Espectros de
luz

sabineno  1,8-cineol  borneol pB-cariofileno B-cubebeno

Azul 24,17 b 7,16 a 13,46¢c 13,65 a 15,03d

Vermelha 30,77 a 6,87b 6,41e 12,82 b 15,1¢6d

Verde 2212c 5,31d 13,96b 12,26 ¢ 18,51c

Branca 20,59 d 6,75b 12,85d 10,96 d 21,62a

Fluorescente 19,58 e 6,00c 15,68a 10,59 e 19,33 b
CV (%) 0,12 0,70 0,94 0,17 0,68

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nacedifentre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05)

Em Gymena silvestigfoi observado maior crescimento dos calos e teor
de acido giménico no LED’s azul, enquanto no vehmefoi observado um
inibiu o crescimento dos calos (ALl et al., 2012 Chysantemum morifolium
foi observado o decréscimo do teor de polifenoiespectro azul (JEONG et
al., 2012).
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3.2 Intensidades de Luz

3.2.1 Crescimento

A intensidade de luz demonstrou ser uma condicdticarpara o
crescimentan vitro de A. millefolium Com excecéo da intensidade de 27,79
pumols. mM.s?, as demais condicdes de luminosidade reduziramimao de
matéria seca da parte aérea, raizes e total; orttnemio da parte aérea e o
namero de raizes (Tabela 5). Essas variaveis sdworiamtes para a
micropropagacdo, pois permitem plantulas e mudasn conelhor
desenvolvimentex vitro(CHANDRA et al., 2010).

Tabela 5 Crescimentia vitro de A. millefoliumL. cultivadas em meio MS, sob
diferentes intensidades de luz durante um peri@ld=ddias. Lavras

2013
Tratamentos  MSPA MSR MST CPA CR
(Mmol. m2. sty (mg) (mg) (mg) (em)  (cm)

NR % S % E

13,14 57,60b  2,60b 60,2b 4,30b 3,86b  5,58c 70a 50a
27,79 113,4a 16,60a 130,0a 5,39a 769a 796a 80a a 75
35,05 67,00b 2,5b 69,5b 3,44c 2,82b  4,97c 95a 55a
47,03 59,80b 5,8b 69,5b 4,67b 8,32a 6,41b  45b 35b
69,00 37,30b  4,30b  41,60b  4,97b 746a 3,33d  45b 30b
CV (%) 25,96 51,18 25,74 25,47 41,21 28,30 32,63 ,8&5

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nacedifentre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05). MSPA-Matéria seca da parte aérea, MSReN@atseca das raizes, MST-
Matéria seca total, CPA-Comprimento da parte ad&t&acomprimento de raizes; NR-
NUmero de raizes, %S-Porcentagem de sobrevivén®b&-porcentagem de
enraizamento.

Confirmando os resultados apresentados na Tabetdbdgrva-se na
Figura 4 que plantulas cultivadas sob a intensiddele27,79 umols. frs*
caracterizaram-se por plantulas com desenvolvimeatmal da parte aérea e
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raizes. Nessa condicdo, a morfologia das folinavitro foi similar a de
propagulos produzidos em condicoes vitra Nos demais tratamentos,
observou-se encarquilhamento das folhas, estiokmmda parte aérea ou
comprometimento da formacéo de raizes, corroborandoo presente estudo,
pesquisas corAlocasia amazoniceambém apresentaram melhores respostas de
crescimentan vitro com intensidade de 30 umols’.gi (JO et al., 2008).

Com relacéo a sobrevivéncia, os niveis acima dgs3bmol. m2.s-! se

mostram prejudiciais, 0 mesmo ocorrendo para dzamento.

Figura 4 Plantulas da. millefoliumcultivadas em meio MS por 45 dias, sob
diferentes intensidades de luz. Lavras, 2013

O tratamento de maior intensidade de luz (69,00 lum3. s-1),
apresentou os maiores teores de pigmentos fotésod (Tabela 6), o que pode
indicar estresse por luz, tendo em vista que o atde pigmentos atua como
forma de protecao da planta (KANG et al. 2012; BIS\W et al., 2012).
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Tabela 6 Pigmentos fotossintéticosAlamillefoliumL. cultivadas em meio MS,
sob diferentes intensidades de luz, durante pededéb dias. Lavras

2013

Intensidades Clorofila (mg. g mf). Carot

(umol. m2. s-1) a b b/a total '
13,14 0,83b 0,68a 0,84a 1,52b 0,45b
27,79 0,73b 0,42b 0,56b 1,16¢ 0,37b
35,05 0,37c 0,29b 0,81a 0,67d 0,21c
47,03 0,87b 0,44b 0,49b 1,32c 0,45b
69,00 1,18a 0,63a 0,53b 1,81a 0,61a
CV (%) 15,32 25,20 23,08 16,70 20,44

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nacedifentre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05). mf-matéria fresca

O excesso de luz pode ser prejudicial as plantadenuo ocorrer a
chamada fotoinibicdo, fenébmeno que causa percaficiéneia fotossintética
ocorrida por danos ao fotossistema, seja por pémdde espécies reativas de
oxigénio, ou danos a proteina D1, que quando daxifi pelo excesso de luz,
precisa ser novamente sintetizada (ARAUJO; DEMIISIC009).

Isto demonstra que a luz em excesso interfere oxepso fotossintético
das plantas, e que nem sempre a maior disponitdidde luz apresenta
melhores respostas em crescimento. Ao contrarié. dallefolium,paraPhaius
tankervilliae (Banks ex L'Herit) &/anda coeruledsiff, duas orquidaceas, essa
espécies apresentaram melhores respostas de @etrisob luminosidades
mais intensas (74,0umol. m2. s-1) apresentou as melhores respostas de
crescimento (SOONTORNCHAINAKSAENG et al., 2001).

Em condi¢gbes de baixa luminosidade ocorre o chaneatiolamento,
gue é o alongamento dos internddios, e podem agpeeselhas maiores e mais
suculentas, o que, no processo de aclimatizac@fe per prejudicial, devido a
fragilidade das plantulas (POSPOSILOVA et al., 198HANDRA et al.,
2010).
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3.2.2 Compostos volateis

VariacOes qualitativas foram observadas na fragiativde plantulas
cultivadas sob diferentes intensidades de luz (&abe Houve a presenca do
camazuleno foi observada apenas nos tratamento43del umol. m2.s-t
(0,31%) e de 69,0@mol.m2.s-* (0,15%), o 1-hidroxi-noneno apenab 3n05
pumol.m2.s-1 (0,19%); o biciclofelandreno foi ohsato apenas no tratamento de
27,79 pmol.m2.s-1 (0,22%) eyecadineno sob 27,79 (0,21%) e 35,05 (0,17%).
O maior nimero de constituintes (31) foi observadantensidade de 35, 05
pmol. m2.s-1 e 0 menor (29) na intensidade de 13mdl.m2.s-1,



Tabela 7 Compostos volateis Aehillea millefoliumL. em cultivoin vitro sobre diferentes intensidades de luz, por 45

dias. Lavras, 2013

INTENSIDADES LUMINOSAS

(umol. m2, s-1)

Area (%) +DP

Compostos IR? 13,14 27,79 35,05 47,03 69,00
a-tujeno 925 0,6+0,177 0,58+0,03 0,79+0,05 1,08+0,61  0,73+0,03
a-pineno 932 1,02+0,29 1,28+0,10 1,23+0,06 1,74+1,04  1,18+0,08
canfeno 947 0,66+0,11 0,70+£0,06 0,75+0,01 1,04+0,55 0,68+0,05
sabineno 973 15,75+3,61 21,88+1,27 20,18+1,25 23 28 18,95+0,10
B-pineno 976 1,14+0,25 1,41+0,15 1,57+0,15 1,24+0,01  1,62+0,03
mirceno 990 0,42+0,12 1,41+0,01 0,82+0,01 0,38+0,21  0,62%0,09
a-terpineno 1016 0,25+0,03 0,19+0,01 0,21+0,01 (00C7.5 0,21+0,02
p-cimeno 1023 0,37+0,02 0,31+0,07 0,51+0,01 1,1981,0 0,41+0,08
D-limoneno 1027 0,94+0,15 1,32+0,08 1,53+0,02 41308 1,4610,21
1,8-cineol 1030 3,90+0,74 4,89+0,28 5,63+0,25 24742 7,20+0,83
1-hidroxi-noneno 1040 — — 0,19+0,01 — —
y-terpineno 1057 0,82+0,02 0,60+0,09 0,81+0,03 1028# 0,92+0,30
hidrato detrans-sabineno 1065 2,04+0,09 2,25+0,55 3,62+0,01 2,682 4,13+0,28
terpinoleno 1088 — — 0,16+0,01 — 0,29+0,09
tujanol 1098 1,64+0,15 1,51+0,30 2,04+0,11 2,6322,0 2,28+0,07
borneol 1164 12,35+0,91 11,25+0,73 12,98+1,09 1B162 15,01+0,72
terpinen-4-ol 1176 1,51+0,61 0,92+0,20 1,05+0,03 9860,73 1,21+0,01
a - terpineol 1190 3,13+0,09 3,2040,23 3,66+0,11 831106 4,0810,11
acetato de bornila 1285 1,06+0,01 0,87+0,09 1,110, 1,03+0,48 0,97+0,02

'_\
[E=Y
~I



Tabela 7, conclusao

INTENSIDADES LUMINOSAS
(umol. m2, s-1)

Area (%) +DP

Compostos IR? 13,14 27,79 35,05 47,03 69,00
a-cubebeno 1374 0,29+0,04 0,31+0,04 0,30+0,03 0,36+0 0,24+0,02
B-elemeno 1391 0,30+0,02 0,27+0,01 0,24+0,01 0,340, 0,37+0,04
B-cariofileno 1417 17,940,561 15,96+1,48 14,42+1,26  13,36%3,76 16,35+0,10
biciclofelandreno 1427 — 0,22+0,12 — — —
a-humuleno 1451 1,94+0,12 1,74+0,17 1,57+0,11 1,580 1,92+0,01
E- B-farneseno 1457 1,15+0, 28 1,5+0,76 0,89+0,07 Oy 0,67+0,58
y-muuroleno 1475 0,52+0,09 0,38+0,02 0,27+0,01 o402 0,22+0,06
B-cubebeno 1479 19,5+1,89 18,71+1,23 17,75%£2,00 813,84 12,05+0,22
a-bergamoteno 1495 1,3310,18 0,53+0,27 0,42+0,08 4034 0,71+0,01
a- farneseno 1509 6,29+0,23 3,18+0,01 2,78+0,17 HB7 2,63+0,01
y-cadineno 1512 — 0,21+0,01 0,17+0,01 — —
B-sesquifelandreno 1523 1,65+0,77 0,56+0,32 0,7&t0,1 1,42+0,23 0,66+0,01
oxido de cariofileno 1580 0,40+0,03 0,56£1,50 o2at 0,58+0,35 0,29+0,01
camazuleno 1724 0,31+0,05 — — — 0,15+0,03
Constituintes identificados (%) 100 99,19 98,36 100 98,16
N° de constituintes 29 30 31 28 30

indice de retencéo relativo a série n-alcan@sdfs) em coluna HP-5MS na ordem de elui¢do. DP: dgsaityao §=4)

3TT
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Os compostos majoritarios (com &reas relativas nresigue 10%) foram
0 sabineno (15,75- 26,45%), borneol (11,25-15,01B86)ariofileno (13,36-
17,90) e p cubebeno (12,05-19,50%), os quais apresentaramredfas
gquantitativas entre os tratamentos de intensidadezd Tabela 8).

Tabela 8 Compostos majoritarios de millefolium L. cultivadain vitro sob
diferentes intensidades de luz por 45 dias. La2@&3
Intensidades

(umol. m2. s-1) sabineno borneol B-cariofileno B-cubebeno
13,14 15,75e 12,35d 17,90a 19,50a
27,79 21,88b 11,25e 15,96¢ 18,71b
35,05 20,18c 12,98¢c 14,42d 17,75¢
47,03 26,45 a 13,63b 13,36e 14,18d
69,00 18,95d 15,01a 16,35b 12,05e

CV (%) 0,78 1,57 0,84 0,29

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nacedifentre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05)

O maior teor de sabineno (26,45%) foi observadtratamento de 47, 03
pmol. m2. s-1; de borneol (15,01%), no de 69,00 pmis-t e os deB-
cariofileno (17,90%) @ cubebeno (19,50%) nos de 13,14 pmol.m2.s-1. Rortan
0s niveis de luminosidade influenciam no metabdalistdos terpenoides de
A.millefolium tanto quantitativamente quanto qualitativamemt®, que e a
intensidade de luz pode se manipulada para fayooeeeou outro composto de
interesse.

A luz também foi significativa para producéo denpostos fendlicos e
flavonoides em gengibrezihger officinale Rosc.), indicando que esse fator
interfere no metabolismo secundario das plantas)@thal., 2010).
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3.3 Diferentes concentractes de TDZ

3.3.1 Multiplicagéo

Foram consideradas brotacdes viaveis as brotacGes 1gao
apresentavam anormalidades morfoldgicas e se apagaen vigorosas, sendo
tomadas como base para as avaliagbes. A resposegalador foi de 100%
(dados ndo mostrados) e os comprimentos das bestagimero de brotagfes,
matéria seca das brotagbes e a matéria seca tatalbbtacdes estdo

apresentados no Grafico 2.
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Gréfico 2 Caracterizacdo das brotactes Ale millefolium cultivadas em
diferentes concentragfes de TDZ
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Para o comprimento de brotagcfes (Grafico 1A), omames valores
médios (1,25 cm) foram observados para a concéati@é mg TDZ, sendo que
a partir dessa concentracdo, a tendéncia foi o rton@o comprimento das
brotac6es. A mesma resposta (Grafico 1 B ) foi imaska para o ndmero de
brotac6es. O numero de brotacdes foi maior (méglig,f) no tratamento com
maior concentragdo de TDZ (1,0 mg. L-1), porémndaaobservamos a matéria
seca das brotacdes viaveis, nota-se que o comportard oposto, apresentando
brotac6es mais leves.

A acdo do regulador TDZ favorece a divisdo celidgindo como as
citocininas enddgenas, permitindo a regeneracdomutiplicacdo dos
meristemas e em combinacdo com outros reguladosdem ser usados para a
formacdo e manutencdo de calos (KOKOTKIEWICZ et, a2012;
MAHESHWARI; KOVALCHUK, 2011).

Para a matéria seca total das brotacdes viaveisyehtambém o
decréscimo linear com o aumento das concentragbesgdilador. As respostas
observadas indicam que o regulador TDZ pode deraato para a multiplicacéo
de A. millefolium na concentracdo de 0,25 mg' He meio, pois apesar de
produzir menor numero de brotacdes (média de 3tBsdoram mais vigorosas
permitem maiores indices de enraizamento e solénesi@ das mudas.

Na Figura 5 pode-se observar as multiplas brotac@esorrentes das
diferentes concentracds do regulador TDZ, senderghdo o menor nimero de
brotacdes no tratamento de 0,25 mgd dom o menor teor do regulador, porém,
bem mais vigorosas que os demais tratamentos. dt@nento com a maior
concentracdo, temos varias brotacdes, porém areataim baixo vigor.
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Figura 5 Aspecto geral das plantas cultivadas poe meio MS, adicionados

ao regulador de crescimento Thidiazuron em difeenbncentracées.

Lavras, 2013

O TDZ foi utilizado para multiplicacdo de variagpésies medicinais e

aromaticas como enCurcuma longal., Ocimum basilicumL., Curculigo
orchioidesGaertn,Bauhinia tomentosa., Vitex trifolia L., Poupulosspp. onde
sdo observadas respostas semelhantes aos do exgeritom o aumento de
numero e comprimento das brotagbes quando aumendedooncentrages do
regulador (AHMED e ANIS 2012; NAZ et al., 2012; IQUEE e ANIS et al.,
2007; PRATHANTURARUG et al., 2005; THOMAS et alQ@).
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3.3.2 Constituintes volateis

Foram identificados cerca de 35 constituintes eidatsendo que se
pode observar que o maior nimero de compostosf¢82)bservado para as
plantas iniciais (PI), com a presenca dos compgstogurolenoy-cadineno e o
biciclofelandreno, que ndo foram observados nasitgdafinais (PF). O
tricicleno e oa-felandreno foram observados apenas nas plantaseggiador
(0 mg TDZ), nesse tratamento também foi observadaséncia do hidrato de
trans-sabineno e dp-cimeno. No tratamento de 0,25 mg! Indo foram
identificados oo-terpineno e o terpinoleno. @cubebeno foi identificado nos
tratamentos de 0 mg; 1,0 mg e nas PF (Tabela 9).



Tabela 9 Compostos volateis Aehillea millefoliumL. em cultivoin vitro sobre diferentes concentragdes de Thiadizuron
(TDZ) por 45 e plantas em meio MS por 30 e 75 diasras, 2013.

TRATAMENTOS
Area +DP

Composto IR P 0,0 0,25 0,50 0,75 1,00 PF
tricicleno 923 — 0,64+0,83 — — — — —

a-tugeno 925 0,96:0,02 1,33¥0,05 1,430,23  1,230,01 1,130,05 1,320,59 1,2%0,07
a-pineno 932  1,430,08 1,9%0,07 1,980,443 1,730,02 1,6%0,1 1,980,63 1,6@0,09
canfeno 947 0,8%0,09 12%0,3  1,040,28 1,0%0,14 0,940,03 1,030,34  0,980,02
sabineno 973 259%2,2 36,30,07 34,783,221 31,091,99 31,490,23 32,933,86 37,291,96
B-pineno 976  2,2(:0,19 2,440,02  1,930,21 1,780,18 2,130,25 1,920,37  2,320,11
2;\rget"'5'heme”'2' 986  0,240,03 0,180,05 0,43¥0,07 0,480,07 0,2#0,02 0,5%0,03  0,230,01
mirceno 990 1,470,42 3,230,21  1,140,15 1,030,07 1,480,45 1,130,227 2,830,35
a-felandreno 1005 — 0,20:0,74 — — — — —

a-terpineno 1016 0,280,09  0,980,5 — 0,25:0,02 0,240,06 0,240,02  0,3%0,04
para-cymeno 1023 0,820,36 — 0,450,01  0,4%0,03 0,680,2 0,420,04  1,490,22
D-limoneno 1027 3,31,19 540,17 25%0,04 2,280,15 2,880,68 2,320,16  5,280,42
1,8-cineol 1030 8,472,65 12,530,08 5,130,94 4780,73 5%1,54 57404 10,530,24
1-hidroxi-noneno 1040 — — — — — — 0,10G:0,01
y-terpineno 1057 1,71:0,93 2,420,26  0,680,15  0,620,08 1,790,01 0,780,04  2,290,47
nggfr‘]tgn‘ie rans- 1065  2,88:0,25 — 15603  1,320,23 1,8%0,27 1,250,443  2,380,12
terpinoleno 1088 0,46:0,16  0,530,13 — — 0,33:0,19 — 0,51:0,03
tujanol 1098 1,56:0,09  1,20,54  1,3%0,42  1,380,24 1,440,02 1,2¥2,41  1,280,03
borneol 1164 11,520,008 8,220,03 10,792,17 11,0817 11,630,47 10,80,27  7,4%0,64
terpinen-4-ol 1176  0,20,07 0,6@0,3  0,8%024  0,7%0,4 0,730,03 0,781,2  0,680,05
o - terpineol 1190 3,3%0,14 2,260,04 2,720,89 2,180,96 2,8%¥0,07 2,980,2  2,0%0,04

A



Tabela 9, conclusao

TRATAMENTOS
Area +DP

Composto IR P 0,0 0,25 0,50 0,75 1,00 PF
acetato de bornila 1285 0,72:0,03 0,540,02 0,460,1 0,640,15 0,730,03 0,650,123 0,4%#0,02
a-cubebeno 1374 0,22:0,05 0,090,01 — — — 0,2#0,15 0,120,01
B-elemeno 1391 0,15:0,01 0,1%0,12 0,330,14 — 0,2%0,05 0,3%0,01 0,120,01
B-cariofileno 1417 12,121,73 7,520,010 17,263,228 18,261,58 16,020,29 17,893,24 8,450,28
biciclofelandreno 1427 0,16t0,05 — — — — — —
a-humuleno 1451 1,40:0,18 0,840,06 2,20,5 2,490,25 2,030,2 2,3%0,64  0,8%0,04
E- B-farneseno 1457 0,62:0,22 0,1#1,11 1,3@0,03 2,050,08 0,820,62 1,233,32 0,240,09
y-muuroleno 1475 0,20,07 — — — — — —
B-cubebeno 1479 11,43x4,42 4,2@0,03 6,0%0,03 7,462,98 7,6&2,38 6,880,01 6,952,32
a-bergamoteno 1495 0,65:0,3 0,1@0,09 0,390,01 0,420,26 0,390,1 0,6#0,21  0,2@0,03
a-farneseno 1509 2,791,19 0,530,01 1,9@0,21 3,181,54 1,8%0,25 2,531,15 0,590,23
v- cadineno 1512 0,150,04 — — — — — —
B-sesquifelandreno 1523 0,41x0,14 — 0,25:0,02 1,0#0,52 0,5@0,26 0,550,14 0,2%0,14
Oxido de cariofileno 1580 0,21+0,05 0,130,022 0,41+0,07 — 0,280,09 0,58:0,03 0,14+0,01
Constituintes
identificados (%) 99,60 98,88 99,58 99,71 99,83 100 99,43

N° de constituintes 32 28 26 25 28 28 30

indice de retencao relativo & série n-alcanqsdfg) em coluna HP-5MS na ordem de eluicdo. DP: degsaibdo (=4). PI-Plantas
iniciais (30 dias); PF-Plantas finais (75dias)

3¢l
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Na Tabela 10 podemos observar as diferencas (p%0),@Htre os
compostos majoritarios, que foram o sabineno, &t borneol, p-
cariofileno, B-cubebeno. Nas plantas iniciais, o teor de born@dl52%)
apresentou teor estatisticamente igual ao de 0gZzbni11,65%), € o maior teor
(11,43%) para @-cubebeno.

Tabela 10 Compostos majoritarios Ae millefolium cultivadas em meio MS
com a adicdo de Thidiazuron. Lavras, 2013

Tratamentos sabineno 1,8-cineol  borneol B-cariofileno B-cubebeno

Pl 25,97d 8,47c 11,52a 12,12e 11,43 a
0,00 36,30a 12,51a 8,29 e 7,529 4,209
0,25 34,78b 511e 10,79c 17,56¢ 6,07f
0,5 31,09¢ 4,76f 11,05b 18,26 a 7,46¢C
0,75 31,49c¢ 5,70d 11,65a 16,02d 7,66b
1,00 32,93b 5,74d 10,60d 17,89b 6,88e
PF 37,29a 10,53b 7,41f 8,45f 6,95d

CV (%) 3,12 1,26 0,41 0,89 0,75

"Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o miifengre si pelo teste Scott-Knott;
Pl-Plantas iniciais (30 dias); PF-Plantas finakd{@s)

No tratamento de Omg de TDZ, o teor de sabineno3(36)
estatisticamente igual ao tratamento das plantassfi{37,29) e superiores aos
demais tratamentos, 0 mesmo ocorrendo para o é@r8dcineol (12,51%). O
B-cariofileno apresentou maior teor (18,26) no tregato com 0,5 mg de TDZ.

Os reguladores de crescimento atuam em diferentesessos
fisiolégicos e bioguimicos, ou mesmo na expresséiagehes, sendo que a
aplicacdo exdgena dessas substancias pode inceemantproducdo de
compostos de interesse (SCRAVONI et al., 2006).
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Pode-se citar o aumento dos teores de flavoneiae&Slpina purpurata
com a aplicacdo do TDZ ao meio, paentha piperitae Salvia officinalis a
aplicacdo foliar aumentou em 16% o teor de Oleeresal, aumentando os
teores dep-cariofileno, a-humuleno entre outros compostos volateis. Nesses
trabalhos os autores relatam que as citocininayaaft o metabolismo de
enzimas terpeno-sintetases, tendo efeito direto metabolismo dos
monoterpenos (SINGH et al., 2008; VICTORIO et2009).

Assim, a utilizacdo de 0,25mg de TDZ ao meio b&&al promove a
multiplicacdo dos explantes de millefoliumL. e os compostos volateis séo

influenciados pela presenca do regulador.
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4 CONCLUSOES

O espectro de luz azul, tendo como fonte emiss&Rsl. foi 0 que
apresentou os melhores resultados para as varid@aisescimento analisadas,
podendo ser recomendada para o cultivavitro de Achillea millefoliumL.,
permitindo melhores taxas de sobrevivéncia, enraérdo e acimulo de matéria
seca total.

A intensidade de luz de 27,79 umol. m2. s-! se mostdequada para o
crescimentan vitro de A. millefoliumL., apresentando melhores valores para as
variaveis analisadas.

A utilizacdo de 0,25 mg. L de TDZ ao meio basal MS promove a
melhor multiplicacdo dos explantes AemillefoliumL., apresentando brotacdes
mais vigorosas.

Os constituintes majoritarios encontrados foranalireno, 1,8 cineol,
borneol,B-cariofileno e oB-cubebeno, sendo observadas variagdes quantitativas
dos seus teores tanto para a qualidade, intensidabe.
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CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho é uma contribuicdo para o estudo ddévolitt vivo ein vitro
da espécie, fornecendo subsidios para otimizacaprodoesso produtivo da
planta, seja pelo cultivo convencional ou atrav@sudtura de tecidos.

A partir dos resultados observados pode-se fazananejo adequado e
preciso da irrigacdo, permitindo maiores produtidels de matéria prima
vegetal, além disso, o estudo dos constituintesiqas permite avaliar como a
planta altera seu metabolismo de terpenoides sdluancia hidrica.

Com o estudo da omissdo macro e micronutrientede-pe observar
guais elementos sdo mais limitantes para a esgépatir desse conhecimento,
pode-se adequar os niveis dos nutrientes maisfite, em um solo de cultivo
ou mesmo uma soluc¢do nutritiva, bem como a respestaroducdo de dleo
essencial e dos constituintes volateis.

O trabalho contribui para o cultivim vitro, fornecendo informacdes
importantes sob o aspecto de qualidade, intensidadaz e TDZ, permitindo
uma micropropagacado rapida e eficiente da espbei®, como as variacdes
ocorridas nos constituintes volateis, sob o aspdimultura de tecidos vegetais.

Assim, com os resultados observados, podem-seratabegimes de
manejo,in vitro e in vivo, considerando os aspectos de disponibilidadechaidri
nutricdo mineral, qualidade, intensidade de luzDZ Tha producdo em larga

escala da espécie, com qualidade e eficiénciaadasrecursos.



