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RESUMO

OLIVEIRA, Maria Isabel de. Crescimento, caracteristicas estruturais e teor de
6leo essencial de Artemisia vulgaris submetidas a diferentes espectros
luminosos. 2006. 75 p. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG'.

A espécie Artemisia vulgaris L. é uma herbacea aromatica perene, rizomatosa. E
uma planta ereta e pouco ramificada, pertencente a familia Asteraceae
(Compositae), sinonimia botanica Artemisia verlotorum Lamotte. E considerada
importante produtora de 6leo essencial, bastante utilizada na medicina popular.
O estudo teve como objetivo avaliar aspectos fisiologicos, caracteristicas
estruturais foliares e teor de dleo essencial de A. vulgaris submetidas a diferentes
espectros luminosos: pleno sol e sob telas coloridas (50%) preta, azul e
vermelha. Os resultados indicam que a pleno sol ocorre maior acimulo de 6leo
essencial, menor crescimento em altura, maior relacdo de biomassa seca
raiz/parte aérea, menor contetdo de clorofila e maior de carotenoides, maior
espessura do limbo foliar e maior densidade de tricomas. Sob tela azul, houve
maior area foliar. As plantas cultivadas sob tela preta apresentaram maior
numero de cloroplastideos no parénquima palicadico e maior nimero de graos
de amido por cloroplastideo nos parénquimas palicadico e esponjoso. Sob
sombreamento, as plantas mantidas sob tela vermelha apresentaram maior teor
de 6leo essencial.

! Comité Orientador: Dr. Evaristo Mauro de Castro — UFLA (Orientador) — UFLA.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Maria Isabel de. Growth, structural characteristics and content of
essential oil of Artemisia vulgaris submitted to different light spectra.. 2006. 79
p. Dissertation (Master in Plant Physiology) — Federal University of Lavras,
Lavras, Minas Gerais, Brazil .

The species Artemisia vulgaris L; is an aromatic perennial rhizome-like
herbaceous plant. It is a little branched erect plant belonging to the family
Asteracea (Compositae), botanic synonymy Artemisia verlotorum Lamotte. It is
regarded as an important producer of essential oil very utilized in folk medicine.
The study was designed to evaluate physiological aspects, leaf structural
characteristics and content of essential oil of A. vulgaris submitted to different
light spectra: full sunshine and under colored screens (50%) black, blue and red.
The results point out that in the full sunshine occur greater accumulation of
essential oil, less growth in height, greater ratio of dry biomass root/shoot,
smaller content of chlorophyll and greater of caroteneoids, greater thickness of
the leaf blade and greater density of trichomes. Under the blue screen, there was
a larger leaf area. The plants cultivated under black screen showed higher
number of chloroplastides in the palisade parenchyma, greater number of starch
grains per chloroplastide in the palisade and spongy parenchymas. Under
shading, the plant maintained under red screen presented greater content of
essential oil.

1 INTRODUCAO

A prética de buscar na natureza recursos para melhorar as proprias
condicOes da vida, aumentando as chances de sobrevivéncia e perpetuacdo da
espécie, é exercida pelo homem desde os tempos antigos.

A medicina popular no Brasil é fundamentada nas informacdes dos
indios, europeus e negros, os principais formadores da etnia brasileira, e na

influéncia de outras populacdes de imigrantes. Por meio do avanco tecnolégico

“ Guidance Committee. Dr. Evaristo Mauro de Castro — UFLA (Adviser) — UFLA.



alcancado nos ultimos dois séculos, foi possivel realizar a identificagdo de
centenas de compostos quimicos vegetais e a elucidacdo cientifica dos efeitos
terapéuticos de plantas consagradas pelo conhecimento popular (Blanco, 1998).

Com a demanda pela utilizacdo de plantas medicinais na cura ou
prevencdo de doencas, o cultivo e/ou extrativismo destas torna-se uma
alternativa cada vez mais importante na agricultura nacional (Correa Junior et
al., 1994).

O extrativismo, porém, ndo é a forma mais adequada, visto que a
exploracdo de plantas de uso medicinal da flora nativa por extracdo direta nos
ecossistemas tropicais tem levado a reduges drasticas das populagdes naturais
dessas espécies. Entretanto, Reis et al. (2003) afirmam que é relativamente
pequeno o conhecimento acumulado sobre o cultivo ou manejo de populacGes
naturais de plantas medicinais da flora nativa. Como o processo de extrativismo
das espécies de interesse ainda perdura, somente 0 acesso a informacdes que
permitam a estruturacdo de tecnologias pertinentes aos ambientes e diversidades
existentes pode mudar este quadro, tornando a domesticacdo e o cultivo destas
espécies questdes prioritarias quanto a preservagao dos recursos naturais, e ainda
apresentar opc¢des na obtengdo de matéria-prima de interesse farmacéutico.

A qualidade da matéria-prima utilizada com fototerapico afeta a eficacia
e seguranca dos medicamentos. As indUstrias farmacéuticas investem na
qualidade da matéria-prima, cultivando plantas medicinais de interesse em larga
escala, 0 que permite a selecdo de linhagens com teor de principios ativos. O ter
dos Oleos essenciais acumulados em diferentes partes do vegetal estd sob
controle genético, podendo ser, porém, alterado frente a influéncia de fatores
externos ao organismo como fertilidade do solo, umidade, intensidade de luz,
temperatura, herbivoria e poluicdo atmosférica e do solo. Para maximizar a
produgdo de um determinado principio ativo é importante que se conheca o

comportamento da espécie em diferentes condigdes ambientais.



A luz é um fator ambiental de fundamental importancia para as plantas
devido & sua acdo direta ou indireta na regulagdo do crescimento e
desenvolvimento vegetal. As adaptacGes sofridas pelas plantas em seu aparato
fotossintético em resposta as condicdes de luminosidade ambiental refletem em
seu crescimento global (Engel & Poggiani, 1991).

As respostas morfofisiologicas das plantas ndo dependem apenas da
presenca, atenuagdo ou auséncia da luz, mas também da variacdo em qualidade
de luz. As plantas desenvolveram uma série de fotorreceptores que regulam seu
crescimento e desenvolvimento em relacdo as variagdes luminosas incidentes
com o objetivo de aperfeicoar a captacdo da energia para a fotossintese (Morini
& Muleo, 2003).

Diante da necessidade de aprofundar conhecimentos sobre plantas
medicinais da flora brasileira, e sabendo da importante influéncia da luz sobre o

crescimento, desenvolvimento e producdo de principios ativos, selecionou-se

para estudo a espécie Artemisia vulgaris L. (Asteraceae = Compositae),




Neste contexto, os principais objetivos deste trabalho foram avaliar
aspectos fisiolégicos, caracteristicas estruturais e teor de 6leo essencial de A.

vulgaris submetidas a diferentes espectros luminosos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais de Artemisia vulgaris L.

Artemisia vulgaris L., pertencente a familia Asteraceae (Compositae), é
também conhecida pelo nome cientifico Artemisia verlotorum Lamotte.
Popularmente é chamada de absinto, artemisia-comum, artemisia-verdadeira,
artemija, artemige, artimigio, erva-de-sdo-jodo, isopo-santo e losna. E
denominada "gewohnlicher beifuss" na Alemanha, "hierba de San Juan" na
Espanha, "armoise” na Franga, "mugwort™ na Inglaterra e "assenzio selvatico™ na
Italia (Lorenzi & Matos, 2002),

Trata-se de uma espécie herbacea perene, rizomatosa, com forte aroma.
E uma planta ereta e pouco ramificada, de 30 a 60 cm de altura. Provavelmente
é originaria da Europa ou da Asia e naturalizada em quase todo o mundo. Suas
folhas séo simples e profundamente lobadas, membranaceas, com face inferior
de cor prateada, de 6 a 16 cm de comprimento. Suas flores sdo esbranquicadas,
discretas, reunidas em capitulos pequenos dispostos em paniculas terminais.

E apresentada como planta invasora por Lorenzi (2000). E uma planta
infestante, tanto de campos cultivados quanto de jardins, pastagens e margens de
estradas. Sua importancia como invasora vem aumentando no Sul e Sudeste do
Brasil gracas a sua eficiente capacidade reprodutiva. Talvez seja a planta
detentora de maior vigor reprodutivo por meios vegetativos.

Esta planta invasora é de dificil controle, pois além das sementes,
propaga-se também vegetativamente pelo caule subterraneo (rizoma). Ap6s o
corte da parte aérea, ocorre uma rapida rebrota dos rizomas que repovoam a
regido. Outro problema encontrado é que em regiGes onde se utiliza agricultura
mecanizada, ocorre disseminacdo desses rizomas que sdo movimentados pelos
implementos agricolas. Além disso, a losna é tolerante & maioria dos herbicidas

utilizados, principalmente nas culturas de milho e soja, e a utilizago continua de



um mesmo produto nestas areas causa alteragdes na flora nativa no sentido de
uma selecdo em favor das espécies resistentes (Brighenti et al., 1993).

Todas as partes desta planta tém sido amplamente usadas ha séculos na
medicina popular em todo o mundo, sendo reconhecida por seus efeitos
analgésicos, antiespasmadicos e anticonvulsivos, sendo empregada também para
dispepsia, astenia, epilepsia, dores reumaticas, febres, anemias e para expelir
parasitos intestinais. E indicada também para colicas intestinais, como digestivo
e como tbnico da circulagdo sanguinea, distirbios e colicas menstruais. Esta
pode ser ingerida como cha feito de folhas ou da flor, dependendo do disturbio.
O modo de usar e a dosagem irdo variar de um distGrbio para outro. E
recomendada também para uso externo em aplicacdo localizada contra escaras,
feridas, piolhos e Iéndeas (Lorenzi & Matos, 2002)

Na sua composicdo quimica destacam-se o Oleo essencial rico em
terpenos (cineol e tuiona), flavonoides, taninos, saponinas, resinas, artemisina e
principios amargos. A artemisina vem sendo testada com resultados promissores

contra malaria (Lorenzi & Matos, 2002).

2.2 Influéncia da luz no cultivo de plantas

A luz é fundamental para a regulacdo de alguns processos do
desenvolvimento vegetal e as plantas possuem capacidade de se adaptar a
diferentes condi¢des de luminosidade. Por meio de seus fotorreceptores, podem
captar as variagdes na quantidade e qualidade de luz, adaptando seu
desenvolvimento as condicdes a que estdo expostas.

Para a caracterizagdo da luz, trés fatores sdo importantes: a qualidade
espectral, a quantidade e a direcdo. No espectro eletromagnético ocorre uma
faixa visivel ao olho humano, de 400 a 700 nanémetros (nm), em que é
encontrada a RFA (radiacdo fotossinteticamente ativa). A quantidade de luz que

chega a um sensor plano de éarea, conhecida por unidade de tempo, é a



irradiancia, sendo a RFA a medicdo dessa, e a medicdo da luz, em todas as
direcoes, é a taxa de fluéncia (Oren-Shamir et al., 2001).

A fotossintese ocorre principalmente nas folhas, das quais a regido mais
ativa é o mesofilo foliar devido a presenca de um maior nimero de cloroplastos
(Ferri, 1985), sendo seu aspecto mais interessante o extenso sistema de
membranas internas, conhecidas como tilacGides, nas quais se encontra a
clorofila, pigmentos acessorios e proteinas.

A fotomorgénese refere-se aos efeitos da luz no desenvolvimento da
planta e no seu metabolismo celular. A luz vermelha exerce influéncia mais forte
e seus efeitos podem ser revertidos pela luz vermelha-distante. Nos fenémenos
fotomorfogénicos, o fitocromo é o pigmento envolvido, ocorrendo em duas
formas: a que absorve a luz vermelha (Pr), 650 a 680 nm., e a que absorve a luz
vermelha-distante (Pfr), 710 a 740 nm. O fitocromo € sintetizado no escuro € a
inducdo pela luz vermelha leva-o ao estado Pfr. A absorcéo pela luz vermelha-
distante faz o processo reverso, convertendo Pfr em Pr, sendo o Pfr a forma ativa
que da& origem a resposta fisioldgica. O equilibrio entre as duas formas &
denominado estado foto-estacionario (Taiz & Zeiger, 2004). O fitocromo detecta
a relacdo entre a luz vermelha e a vermelha-distante, que codifica em sinal
celular e excitacdo causada pela luz, alterando o metabolismo celular e
influenciando no desenvolvimento das plantas (Ballaré et al., 1997). A luz
vermelha é importante para o desenvolvimento da estrutura fotossintética das
plantas e pode aumentar o acimulo de amido em varias espécies de plantas por
inibicdo da translocacdo de assimilados para fora das folhas (Saebo et al., 1996).

Um outro tipo de resposta seria correspondente a luz azul, que permite
as plantas alterarem o seu crescimento, o desenvolvimento e a aclimatizagdo as
condigdes ambientais. As respostas especificas podem ser distinguidas por um
espectro de acdo caracteristico de "trés dedos" na regido de 400 a 500 nm, sendo

que a fisiologia das respostas é bastante variavel e inclui fototropismo,



movimentos estomaticos, inibicdo do alongamento celular, ativagdo de genes,
biossintese de pigmentos, acompanhamento da luz do sol pelas folhas e
movimento dos cloroplastos dentro das células (Taiz & Zeiger, 2004).

O estudo da luminosidade é fundamental para a avaliacdo do potencial
de crescimento de um vegetal, pois a disponibilidade de luz constitui um dos
fatores criticos para o seu desenvolvimento (Galejo et al., 2001).

Em geral, os diferentes graus de luminosidade causam mudangas
morfoldgicas e fisiologicas na planta, e o grau de adaptacdo é determinado por
caracteristicas genéticas da planta em interacdo com 0 seu meio ambiente
(Moraes Neto et al., 2000).

Geralmente, ha grande diversidade de respostas das plantas a
luminosidade, principalmente quanto ao desenvolvimento vegetativo da parte
aérea e a sobrevivéncia das mudas. Dessa forma, a eficiéncia do crescimento da
planta pode ser relacionada a habilidade de adaptacdo das plantulas a espectros
luminosos do ambiente (Scalon & Alvarenga, 1993).

O crescimento satisfatério de algumas espécies em ambientes com
diferentes disponibilidades de luz pode ser atribuido a capacidade de ajustar,
eficaz e rapidamente, seu comportamento fisiologico para maximizar a aquisi¢do
de recursos nesse ambiente (Dias Filho, 1997).

Em relacdo as mudancas no processo de regeneragdo e crescimento de
mudas, concluiu-se que as diferencas de luz quanto a intensidade possuem, nas
condicOes naturais, efeito mais significativo no crescimento das plantas do que a
sua qualidade, principalmente no que se refere ao acimulo de matéria seca
(Amo, 1985),

2.3 Variaveis utilizadas na anélise de crescimento em relacdo a luz
Para avaliar o crescimento das plantas em relagdo a luz utilizam-se

diversas variaveis, mais freqlientemente a altura e o didmetro do caule. O maior



diametro de caule é uma caracteristica desejavel em mudas porque garante maior
sustentacdo da parte aérea. A producdo de massa seca, a area foliar e as relacdes
entre a biomassa da parte aérea e radicular sdo variaveis também utilizadas na
avaliacdo do crescimento das mudas quanto a luz (Farias et al., 1997).

Estudos evidenciam um desenvolvimento mais favoravel em condicGes
de alta luminosidade para espécies heliéfitas com maior producdo de matéria
seca, como em Sesbania sesban L.—Fabaceae/Papilionoideae, enquanto outros
encontraram maior acimulo de matéria seca em baixa luminosidade, como em
Muntingia calabura L.- Elaeocarpaceae (Gajego et al., 2001).

Freglientemente, as analises do crescimento em plantas sdo utilizadas
para predizer o grau de tolerancia das diferentes espécies ao sombreamento.
Acredita-se que as espécies tolerantes apresentem um crescimento mais lento em
relacdo as nao-tolerantes devido as suas taxas metabdlicas serem mais baixas
(Grime, 1977). O rapido crescimento em altura, quando sombreadas, é um
mecanismo de adaptacdo das plantas competitivas (Grime, 1977) ou némades
(Tinoco & Vasques-Yanes, 1985) como forma de escape ao déficit de luz, ja que
estas ndo sdo capazes de tolerar baixa intensidade luminosa por meio do reajuste
de suas taxas metabdlicas.

A érea foliar também é uma caracteristica muito utilizada na avaliacéo
dos efeitos do sombreamento sob a planta. Em geral, o incremento da area foliar
com o sombreamento é uma das maneiras de a planta aumentar a superficie
fotossintética, assegurando um aproveitamento mais eficiente das baixas
intensidades luminosas e, conseqlientemente, compensando as baixas taxas de
fotossintese por unidade da area foliar caracteristica de folhas de sombra (Jones
& Mcleod, 1940).

As respostas apresentadas pelas plantas a variacdo na disponibilidade de
luz costumam envolver, ainda, alteracBes nas caracteristicas das folhas

relacionadas a teor de clorofila. Diversos fatores externos e internos afetam a



biossintese de clorofilas; por isso, os seus conteudos foliares podem variar de
maneira significativa. Entre estes fatores, a luz é essencial a sua sintese
(Whatley, 1982).

A clorofila esta sendo constantemente sintetizada e destruida
(fotooxidacdo) em presenca de luz; porém, sob intensidades luminosas mais
elevadas ocorre maior degradacdo e o equilibrio é estabelecido a uma
concentracdo mais baixa. Portanto, folhas de sombra possuem concentragdo
maior de clorofila do que folhas de sol (Kramer & Kozlowski, 1979). Todavia,
se 0 contetdo for expresso por unidade de area foliar a concentracdo € menor

nas folhas de sombra.

2.4 Telas coloridas

Podem-se estabelecer diferentes condicGes de cultivo a fim de aumentar
a concentracdo de principios ativos medicinais. Para tanto, é necessario
considerar as condi¢cbes ambientais favordveis de cada espécie, uma vez que
esses fatores proporcionam respostas diferenciadas, especialmente quanto aos os
6leos essenciais.

As telas coloridas representam um novo conceito agrotecnoldgico, que
objetiva combinar protecdo fisica com a filtragem diferencial da radiacdo solar
para promover respostas fisioldgicas desejaveis, reguladas pela luz (Shahak et
al., 2004). De modo diferente das casas de vegetacdo, as telas exercem uma
menor interferéncia sobre o microclima da planta, entretanto sdo capazes de
modificar tanto a quantidade como a qualidade da radiacdo solar transmitida,
determinando modificagdes dpticas da dispersdo e reflectancias da luz (Oren-
Shamir et al., 2001).

Existe uma grande variedade de telas coloridas, que sdo definidas pela
porcentagem de sombra que produzem para as plantas cultivadas (Grinberger et

al., 2000). Podem-se obter vantagens especificas com a utilizacdo de telas
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diferenciadas, que podem modificar a composi¢do da luz que passa para as
plantas, melhorando o rendimento dos cultivos (Oren-Shamir et al., 2001)

As telas coloridas constituem um elemento novo no cultivo protegido,
provocando reagles fisiologicas especificas, que sdo convertidas em
caracteristicas comerciais. Telas distintas podem ser usadas por produtores em
plantas com estadios de desenvolvimento diferentes visando obter plantas com
caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas desejadas, melhorando a eficiéncia do
cultivo (Shahak et al., 2004)

Em Pittosporum variegatum, as telas azul e vermelha com
sombreamento de 50% exerceram maior influéncia no seu cultivo, sendo que a
tela vermelha proporcionou a formacdo de galhos mais longos em comparacgédo
com a tela negra, e a tela azul proporcionou um desenvolvimento mais lento,
com producdo de plantas com galhos mais curtos. Nas plantas cultivadas sob a
tela azul, ocorreu menor nimero de ramificacdes. Em relacdo ao tamanho da
folhas, a tela vermelha proporcionou resultados melhores, comparados a negra.
No cultivo comercial, encontrou-se uma desvantagem das telas negra e azul,
ocorrendo a producéo de uma baixa quantidade de galhos com valor comercial,
com rendimento de pelo menos 50% menor (Oren-Shamir et al., 2001).

Na cultura da alface, mantida em sombreamento de 30% e tela
vermelha, os resultados foram superiores ao controle (cultivo sem
sombreamento). Em relacdo ao rendimento agricola, indica-se um
sombreamento 6timo ao redor de 30 a 40%. Entretanto, as experiéncias dos
agricultores indicam um nivel de sombreamento 6timo ao redor de 20 a 30 %
(Grinberg et al., 2000).

Em Aralia sp, Monstera deliciosa Liebm, Aspidistra elatior Blume e
Asparagus sp. L. verificou-se aceleraco do crescimento vegetativo sob a tela
vermelha e retardo sob a tela azul. Para Aralia sp, com sombreamento de 60%, o

rendimento foi inferior ao longo de todo cultivo comparado com outras telas, as
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quais ndo influenciaram no tamanho das folhas, mas reduziram
consideravelmente a haste foliar (Shahak et al., 2004).

Com Monstera deliciosa, a tela vermelha ndo influenciou o
comprimento dos ramos, sendo que se obteve um incremento superior no
nimero de ramos formados (Shahak et al., 2004).

Em experimentos com Zantedeschia sp Spreng (Araceae) sob tela
vermelha 40%, tanto o numero de folhas como o numero de flores foram
superiores, indicando que a tela vermelha parece ter mais efeito na produtividade
e altura de hastes (Leite, 2004).

Outro ponto importante é que a qualidade da radiacdo dada pela razdo
ente vermelho e vermelho distante, bem como a razédo entre azul e vermelho, sédo
totalmente diferentes, bem como a difusdo de luz (Oren-Shamir, 2001). As
diferencas encontradas nas plantas sob tela vermelha podem ser melhor
explicadas pelas diferencas na qualidade da luz transmitida pelas telas do que
pela intensidade, uma vez que as diferencas estatisticas da transmissdo de
radiacdo encontradas entre as telas vermelha e preta foram relativamente
pequenas.

Observando o gréafico de transmissdo de tela colorida verifica-se que ha
uma grande quantidade de radiacdo no infravermelho que pode ser responsavel
por esta ligeira modificagdo da temperatura do ar. A diferenca na temperatura do
ar sob tela azul, embora estatisticamente significativa, parece ndo ter afetado os
resultados do experimento devido ao fato de que temperaturas maiores no
cultivo de plantas produzem sintomas justamente contrarios aos que foram
verificados em plantas estressadas e precoces, para as quais a minima noturna é
suficiente para promover inducéo floral (Oren-Shamir, 2001).

Oren-Shamir (2001), em medicOes realizadas frequentemente, relatou
que a tela azul transmitiu um pico largo em torno de 470 a 700 nm e a tela
vermelha teve absorg¢éo principal entre 400 e 590 nm.
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2.5 Influéncia da luz nas caracteristicas anatbmicas das espécies

Para se adaptarem a regimes diferentes de luz, algumas plantas tém
plasticidade no seu desenvolvimento, crescendo como plantas de sol ou plantas
de sombra (Taiz & Zeiger, 2004). As caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas
foliares sdo contrastantes até para folhas de uma mesma planta, expostas a
regimes de luz. A anatomia foliar pode ser avaliada em relagdo a intensidade,
qualidade e quantidade de luz (Castro, 2002).

As adaptacOes das folhas ao sombreamento incluem modificacGes
morfolégicas e anatdmicas, tais como aumento da area, diminuicdo da espessura
e reducdo do nimero de células do mesofilo por unidade de area, dentre outras
caracteristicas (Barreiro et al., 1992)

A anatomia foliar afeta a eficiéncia da absorcao de luz de duas maneiras.
A luz é absorvida por pigmentos, principalmente clorofila a e b, nos
cloroplastos. Outros pigmentos, incluindo pigmentos acessorios, carotendides e
flavondides, também modificam a sua absor¢éo. A anatomia foliar é importante
na maneira como influencia a distribuigo dos cloroplastos nas folhas (Lee et al.,
2000).

As folhas de plantas cultivadas ao sol sdo mais espessas, com maior
desenvolvimento da cuticula, e tém as células palicadicas mais longas (Taiz &
Zeiger, 2004). Folhas de Nauclea L. (Rubiaceae), crescendo em alta densidade
de fluxo de fotons, tiveram um mesofilo palicadico bem desenvolvido,
constituido de duas camadas de células, e quando cresceram sob baixa densidade
de fluxo de fdtons, tiveram apenas uma camada de células (Riddoch et al.,
1991).

A anatomia foliar pode ser grandemente influenciada pela radiacéo
recebida durante o crescimento, uma vez que a folha é um érgdo muito plastico e

sua estrutura interna adapta-se as condicBes externas do ambiente. Esta
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plasticidade adaptativa € tipica das espécies que apresentam amplo potencial de
aclimatacdo (Hanba et al., 2002; Schluter et al., 2003).

Conforme Schluter et al. (2003) e Sims et al. (1998) folhas de arvores
crescendo num ambiente de sombra apresentam modificacdes nas caracteristicas
fotossintéticas, bioquimicas, organizacdo de células do mesofilo e freqiiéncia
estomatica quando comparadas com folhas crescendo num ambiente de maior
irradiancia.

Existe uma estreita relacdo entre morfologia e anatomia foliar com o
ambiente em que a espécie se desenvolve. Portanto, no estudo de anatomia foliar
deve-se levar em consideracdo a idade do 6rgdo, sua posicdo no ramo e sua
situacdo em relacdo aos fatores de luz e suprimento hidrico (Ashton & Berlyn,
1992; Hanba et al., 2002; lvanova & P’Yankov, 2002; Piel et al., 2002).

Estudos comparativos de estruturas de folhas, caules e raizes tém
mostrado diferentes respostas anatdmicas em relacdo a estes 6rgdos, a despeito
de alteracdes nos niveis de luminosidade no ambiente. Por esta razdo, folhas de
plantas crescidas em ambientes ensolarados sdo menores, mais espessas e tém
mais massa por unidade de area em relagdo as cultivadas & sombra. Este fato se
deve, provavelmente, a uma taxa fotossintética mais elevada a pleno sol, em
comparagdo com as plantas crescidas a sombra (Bjorkman, 1981; Boardman,
1977). O aumento na espessura da folha, especialmente pela elongacdo ou
adicdo de células do parénquima palicadico, tem sido ligado a uma reducéo na
resisténcia do mesofilo ao didxido de carbono (Nobel, 1977) e correlacionado ao
aumento de fatores potencialmente limitantes do processo fotossintético
(Bjorkman, 1981).

Os estdbmatos sdo estruturas fundamentais para a vida das plantas, pois
em condi¢cBes normais, é por meio deles que ocorre toda a troca gasosa.
Portanto, qualquer variagdo no ndmero e/ou tamanho destes pode acarretar

maior ou menor eficiéncia da planta quanto a taxa fotossintética. O nimero de
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estdbmatos e células epidérmicas por unidade de area é base para a determinagéo
do indice estomatico, que é utilizado para efeito de correlacdo com processos
fisiologicos.

Segundo Bolhar-Nordenkampf & Draxler (1993), as mudancas que
ocorrem na luminosidade de um ambiente proporcionam adaptacdes aos
cloroplastideos, modificando propriedades das membranas dos tilacdides, como
o arranjo dos cloroplastos nas células. Os cloroplastideos tendem a se
movimentar em direcdo anticlinal as paredes das células sob luz intensa para
reduzir a absorcdo pelas folhas. No parénquima palicadico, os cloroplastideos
podem estar aglomerados, formando uma haste prédxima as paredes periclinais,
ou podem estar aderidos longitudinalmente as paredes anticlinais, funcionando
como um tubo para passagem da luz para o parénquima esponjoso situado logo
abaixo do parénquima palicadico, isso em uma folha dorsiventral. Os
cloroplastideos no parénquima esponjoso podem, também, se orientar de acordo
com a quantidade e qualidade de luz penetrada. A movimentacdo dos
cloroplastideos pode aumentar o coeficiente de absorcdo de luz pelas folhas em
até 20% e, assim, contribuir para a adaptacdo em curto prazo, ap6s mudancas de

condicOes de baixa para alta irradiancia ou vice-versa.

2.6 Influéncia da luz na sintese e acimulo de 6leos essenciais

Os Oleos essenciais sdo substdncias produzidas pelo metabolismo
secundario em pequenas quantidades em relagcdo a substancias produzidas pelo
metabolismo primario, sendo responsaveis por funcfes nem sempre bem
definidas. Dentre estes se destacam as substancias volateis, que se difundem
com facilidade a partir da evaporacdo, constituindo verdadeiro elo entre a fonte
produtora e 0 meio ambiente. Apesar de terem sido considerados por muito
tempo mero desvio de funcbes vitais da planta, os Oleos essenciais sdo

fundamentais para a inter-relagdo dos organismos, promovendo, assim, o
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equilibrio entre os reinos vegetal e animal (Craveiro et al., 1981). Também
denominados 6leos etéreos ou esséncias, sd0 misturas complexas e apresentam
as caracteristicas de volatilidade e baixo peso molecular, normalmente sendo
liquidos de aparéncia oleosa, odoriferos, sollveis em solventes organicos e com
solubilidade limitada em agua (Simdes et al., 1999)

Seus constituintes variam de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples
e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, Oxidos, peroxidos, éteres, &xidos,
peroxidos, furanos, &cidos organicos, lactonas e cumarinas até compostos de
enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentracdes;
normalmente um deles € o composto majoritario, existindo outros em menores
teores e alguns em baixissima quantidade (tracos) (Simdes et al., 1999).

Os Gleos essenciais estdo associados a varias fungGes necessarias a
sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema. Exercem papel fundamental na
defesa contra microorganismos e predadores e também na atracdo de insetos e
outros agentes polinizadores. Em resposta adaptativa a condi¢des de estresse, 0s
vegetais produzem maior quantidade de 6leo essencial (Lopes etal., 2001; Ming,
1998; Morvillo & Gil, 2004; Santos, 2002; Siani et al., 2000)

Na dinamica de crescimento e desenvolvimento em seu ciclo fenoldgico,
as plantas medicinais e aromaticas podem ter alteragdes bioquimicas e
fisiolégicas capazes de afetar a elaboragdo dos principios ativos, tanto no
aspecto quantitativo quanto qualitativo (Taiz& Zeiger, 2004)

Estas alteracBes ocorrem devido a véarios fatores intrinsecos e
extrinsecos. Alguns autores classificam esses fatores como geno6tipo (individuo);
fisiologico (estadios de desenvolvimento, ritmo estacional, rotas metabdlicas
alternativas, hormonios e estadio reprodutivo); fator técnico de cultivo (como
adubac@es, densidades de plantio, consorciamento, etc.) e fator ecolégico
(pressdes de variagdes no clima, solos e competidores, entre outros) (Dey &
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Harborne, 1997; Hook et al., 1999; Martins et al., 1994; Morvillo & Gil, 2004;
SimQes et al., 1999).

Além dos aspectos citados acima, a operacdo de colheita deve ser
realizada no momento de maior producdo do principio ativo e isto é variavel de
acordo com o0s aspectos como Orgdos da planta, idade, estddio de
desenvolvimento vegetativo, época do ano e horario de colheita (Martins et al.,
1994).

Diante do exposto, é imprescindivel que se envidem esforgos em
pesquisas, visando descobrir a influéncia de cada fator na adaptacdo do cultivo
as exigéncias da planta, genotipicamente selecionada, para a otimizacdo da
producdo dos 6leos. O produtor necessita de material vegetal com rendimento
em area e teor de Oleo essencial altos, utilizando informac6es e técnicas precisas
(Ming, 1998; Sacramento, 2001). No entanto, poucos fatos pertinentes tém
efetivamente sido desvendados até o momento, demandando esforco
multidisciplinar dos pesquisadores (Leal et al.; 2003).

De acordo com Corréa Janior et al. (1994), fatores de ordem genética ou
enddgena sdo os que dependem da carga genética de cada planta, diferente para
cada espécie, e fazem com que cada espécie tenha uma composi¢do quimica
diferente.

Fatores fisioldgicos interferem intensamente na producdo de Oleo
essencial. Variaveis como idade da planta e ciclo fenoldgico sdo determinantes
na quantidade e qualidade dos compostos quimicos vegetais, uma vez que
enzimas, horménios e outros compostos sdo produzidos, degradados e ou
reelaborados para expressar respostas fisioldgicas que sdo caracteristicas de cada
uma destas fases (Ming, 1996).

O ambiente influencia diretamente no metabolismo das plantas. Toda a
fisiologia vegetal é modificada quando gendtipos idénticos sdo cultivados em
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condicGes ambientais diferentes, o que os geneticistas denominam de norma de
reacdo de gendtipo (Griffithset al., 1996).

Estas modificacdes ocorrem nas formas anatdmicas e morfoldgicas,
fisiologicas e bioquimicas. Nos anos recentes tem aumentado a atencdo ao
comportamento bioquimico das plantas (que pode envolver o metabolismo
primeiro e secundario e promover uma ou mais alteragfes bioquimicas das
células das plantas) e sua adaptacdo aos diferentes ambientes (Dey & Harborne,
1977).

Fatores externos como temperatura, pluviosidade, vento, solo, latitude,
altitude e época estacional interferem de forma significativa na elaboracédo
desses compostos (Pinto & Bertolucci, 2002).

A luz atua de forma significativa e complexa e influencia no acimulo e
na variedade dos componentes dos éleos essenciais, uma vez que afeta direta ou
indiretamente a producdo de fitomassa, a proporcdo de Orgdos e as vias
biossintéticas destes metabdlitos secundarios.

Em Thymus vulgaris L. observou-se que a radiacdo estimulou a
formagdo de tricomas, 0 que é pré-requisito para 0 acimulo de dleo essencial
nessa espécie (Yamaura et al, 1989). Observou-se, ainda, aumento na producédo
de dleo essencial em Mentha piperita em condigdes de alta intensidade luminosa
(Clark & Menary, 1980). O teor de 6leo essencial de Lippia alba (Mill.) N.E. foi
maior quando esta espécie foi cultivada sob maior nivel de radiacdo (Ming,
1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideracdes gerais

O trabalho foi conduzido na Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Departamento de Biologia, Setor de Fisiologia Vegetal, no periodo de dezembro
de 2005 a julho de 2006, em Lavras, municipio situado na regido Sul do Estado
de Minas Gerais, a 918,87m de altitude, latitude 21° 14' S e longitude 45° 00'.

As plantas foram cultivadas em viveiros, nos quais foram submetidas a
50% de sombreamento, com uso de telas coloridas e um tratamento pleno sol
como testemunha.

A andlise sobre teor de 6leo essencial foi realizada no Laboratério de
Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais, Aromaticas e Condimentos e a area
foliar foi medida no Setor de Hidraulica, ambos no Departamento de
Agricultura. A analise da anatomia vegetal foi realizada no Laborat6rio de
Microscopia Eletrénica do Departamento de Fitopatologia, no Setor de Boténica
Estrutural, e no Laboratério de Nutricdo e Metabolismo do Setor de Fisiologia
Vegetal do Departamento de Biologia da UFLA.

Obtencédo do material vegetal

Mudas de A. vulgaris foram produzidas a partir de planta matriz de 6
meses de idade, utilizando micro-estacas apicais de 5cm de comprimento e 2mm
de diametro, e postas para enraizar em bandejas de poliestireno de 72 células,
contendo substrato comercial Plantmax®, no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Lavras.

As micro-estacas foram postas para enraizar em 12 de dezembro de
2005 e transplantadas para 0s vasos em 26 de dezembro de 2005, quando ja se
encontravam com enraizamento satisfatorio. Foram coletadas em 27 de marco de
2006.
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A classificacdo da espécie em estudo foi efetuada pelo professor Manuel
Losada Gavilanes, do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras. Uma exsicata da espécie utilizada nos experimentos encontra-se
depositada no Herbario ESAL (Herbario do Departamento de Biologia da
UFLA), registrada com o nimero 20926.

As mudas foram transplantadas para vasos pléasticos com capacidade
para 3L. O substrato utilizado foi uma mistura de terra de subsolo, areia e
esterco bovino decomposto na proporcédo de 2:1:1.

Os tratamentos utilizados constituiram-se de diferentes telas quanto ao
espectro de luz transmitido, porém com o0 mesmo indice de sombreamento, de 50
%. Estavam completamente isolados entre si, com distancia minima de 3m,
evitando interferéncia direta da luz de um tratamento no outro. Os tratamentos

foram:
e  Tratamento 1: a pleno sol (100% de luz).

e Tratamento 2: tela negra convencional de 50% de sombreamento,

cuja curva de transmissdo pode ser observada na Figura 1.
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FIGURA 1. Curva de transmissdo da tela negra convencional (Oren-Shamir et
al., 2001).

Tratamento 3: tela de transmissdo de ondas na faixa do vermelho préximo e
vermelho distante com aproximadamente 50% de sombreamento, ChromatiNet

Vermelha® 50, cuja curva de transmissdo pode ser observada na Figura 2.
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FIGURA 2. Curva de transmissdo da tela vermelha convencional (Oren-Shamir
etal., 2001).
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Tratamento 4: tela de transmissdo de luz na faixa do azul e vermelho
distante com aproximadamente 50% de sombreamento, ChromatiNet Azul® 50,

cuja curva de transmissdo pode ser observada na Figura 3.
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FIGURA 3. Curva de transmissao da tela azul convencional (Oren-Shamir et al.,
2001).

Todas as telas foram confeccionadas em polietileno de alta densidade

monoorientado.

3.1.1 Condicdes climatoldgicas durante a conducéo dos experimentos
Os dados climatolégicos da cidade de Lavras, MG foram fornecidos
pela Estagdo Climatoldgica do Departamento de Engenharia Agricola da UFLA

e estdo expostos na Tabela 1.
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TABELA 1. Dados climatolégicos da cidade de Lavras, MG, no periodo de
dezembro de 2005 a marco de 2006. Tx: Média diaria da temperatura maxima
(°C); Tn: Média diaria da temperatura minima (°C); Tm: Média diaria de Tx e
Tn diérias (°C); Pt: Precipitacdo total diaria (mm); UR: Umidade relativa do ar
média diaria (%); Ins: Insolacdo média mensal (horas). UFLA, Lavras, MG,
2006.

Més
TX(°C) Tn(°C) Tm(CC) Pt(mm) UR (%) Ins (horas)
Dez/05 27.4 16.9 21.2 8.3 77.5 5.0
Jan/06 29.4 18.3 23.0 4.8 70.5 7.3
Fev/06 30.4 18.5 23.3 10.2 76.5 6.3
Mar/06 29.3 17.9 22.4 9.1 79.2 6.9
Média 29.1 17.9 22.5 8.1 75.9 6.4

3.2 Anélise de crescimento

As caracteristicas fitotécnicas foram analisadas em viveiro no
Departamento de Biologia, Setor de Fisiologia Vegetal, no Laboratério de
Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais, Arométicas e Condimentos do
Departamento de Agricultura e no Departamento de Hidraulica da Universidade

Federal de Lavras. Foram analisadas as seguintes caracteristicas fitotécnicas:

3.2.1 Altura das plantas
A variavel altura foi medida do colo ao &pice da planta utilizando-se

uma trena.
3.2.2 Diametro do caule

O diametro do caule foi avaliado a 1 cm do solo e medido com

paquimetro.
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3.2.3 Massa seca do caule, das folhas, das flores e da raiz

As plantas foram separadas em folhas, flores, caule e raizes. Todo o
material foi acondicionado em sacos de papel kraft devidamente identificados e
colocado em estufa com circulacdo forcada de ar a 40 + 3°C, até o peso

constante. Apds a secagem, o material foi pesado em balanca analitica com

-4
precisdo de 10 g para quantificar a distribuicdo de biomassa nas partes da

planta, em 08 plantas de cada tratamento.

3.2.4 Area foliar
Para verificacdo da area foliar foi utilizado um aparelho Licor Li 3100 no
Departamento de Agricultura, no Setor de Hidraulica da Universidade Federal

de Lavras.

3.3 Caracteristicas anatémicas
3.3.1 Microscopia de luz (ML)

Foram coletadas 12 folhas do 5° nd abaixo do &pice de plantas tomadas
ao acaso em cada tratamento. As folhas foram fixadas em &lcool 70% para a
confec¢do de laminas para os estudos anatdmicos. Os cortes foram realizados a
méo livre, na regido mediana das folhas, com a utilizagdo de l1amina de ago, e
submetidos a clarificacdo em solucdo de 50% de hipoclorito de sodio, sendo, em
seguida, lavados em agua destilada, neutralizados em solucdo acética a 1% e
montados em glicerina a 50%. A coloracdo com safranina e azul de astra foi
realizada de acordo com os métodos descritos por Bukatsch (1972).

A espessura foliar foi avaliada por meio de secBes transversais, na
regido mediana de 8 folhas provenientes de plantas distintas de cada tratamento.
As medicGes foram realizadas pelo microscépio KEN-A-VISION 2100,
equipado com uma ocular micrométrica. As medidas foram realizadas em 4

campos por folha, perfazendo um total de 32 medi¢des para cada tecido foliar,
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por tratamento. Foram avaliadas as espessuras das epidermes adaxial e abaxial,

dos parénquimas palicadico e lacunoso e do limbo.

3.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a observacdo da superficie foliar quanto a presenca de tricomas
glandulares e ndéo-glandulares, coletaram-se 8 folhas de cada tratamento,
localizadas no 5° n6 abaixo do &pice da planta, das quais foram retirados
fragmentos da regi&o mediana, com aproximadamente 0,5 mm? , os quais foram
fixados em solucdo Karnovisk's por um periodo de 24 horas; em seguida, 0s
fragmentos de folhas foram lavadas em tampéo cacodilato a 0,05 M por trés
vezes de 10 minutos cada e pos-fixadas em tetroxido de dsmio a 1%, durante 4
horas. Para a observacdo das estruturas internas da folha, foram realizados cortes
transversais em alguns fragmentos em nitrogénio liquido. Posteriormente, as
amostras foram desidratas em acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100% trés vezes
por 10 minutos), submetidas ao ponto critico de dessecamento de CO, em
equipamento BAL-TEC, CPD-03; fixadas no suporte metalico com cola de prata
e recobertas com ouro metalico (10nm) em aparelho BAL-TEC, SCD-050. O
material foliar preparado foi observado e eletromicrografado em microscépio
eletrbnico de varredura LEO-EVO 40, XVP. Para a determinacdo da densidade
de tricomas foram escolhidos, aleatoriamente, 12 campos de observacGes com

mesma area (0,678 mm?) nas epidermes adaxial e abaxial.

3.3.3 Microscopia de transmissdo (MET)

O preparo das amostras e as observagdes em MET foram realizados no
Laboratorio de Microscopia Eletrénica e Andlise Ultraestrural (LME) do
Departamento de Fitopatologia da UFLA. Fragmentos de 0,5 cm? foram
retirados de 5 folhas de cada tratamento, localizadas no 5° n6 abaixo do apice, e

fixados, em seguida, numa solucdo composta de glutaraldeido (2,5%) e
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paraformaldeido (2,5%), em tampdo cacodilato, pH 7,0, 0,05M + CaCl2 0,001M
por aproximadamente quatro horas, em temperatura ambiente.

Posteriormente, esses fragmentos foram lavados em tampdo cacodilato
0,05M (trés vézes de 10 minutos) e pds-fixados em tetréxido de 6smio 1% em
tampao cacodilato 0,05 M por 4 horas. Em seguida, iniciou-se a desidratacdo em
gradiente de acetona (25, 50, 75, 90 por 10 minutos e trés vezes por 10 minutos
em 100%). Logo apds, o material foi incluido em gradiente crescente de acetona
e resina Spurr 30% por 8 horas, a 70% por 12 horas e duas vezes a 100%, em
intervalos de 24 horas, sendo os tecidos emblocados em resina pura e colocados
em estufa a 70°C por 48 horas para a polimerizacdo. Os blocos obtidos foram
desbastados com laminas de aco para a retirada da resina excedente.

Foram realizados os cortes em secBes semifinas (1um) e ultrafinas
(<100nm), com o auxilio de um ultramicrotomo Reichrt-Jung, utilizando
navalha de diamante. Os cortes semifinos foram coletados com anel de ouro,
colocados em laminas de vidro, coloridos com azul de toluidina (1g azul de
toluidina, 1g borato de sddio e 100mL de agua purificados por meio de filtro
Millipore 0,2um) e montados permanentemente em meio Permaut. Os cortes
ultrafinos foram coletados em grades de ouro (golden slot grids) e secos em
raques de aluminio cobertos com formvar (Rowley & Moran, 1975). As se¢des
foram pds-contrastadas em acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo
por 3 minutos cada e, em seguida, examinadas em microscopio eletrénico de
transmissdo Zeiss, modelo EM 902 a 80Kv.

As caracteristicas observadas para as analises ultraestruturais dos
cloroplastos foram realizadas em 10 células da primeira camada do parénquima

palicadico, em todos os tratamentos estudados.
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3.4 Teor de clorofila

A determinacdo dos teores de clorofila foi realizada a partir de 8 folhas
simples completamente expandidas, retiradas do 5° nd abaixo do apice das
plantas por tratamento, tomadas ao acaso. Essas folhas foram acondicionadas em
papel aluminio e em caixa de isopor com gelo até serem transferidas para o
laboratorio. A quantificacdo das clorofilas a, b e total foi realizada segundo a
metodologia de Arnon (1949). As folhas foram cortadas em pequenos
fragmentos destituidos da nervura principal, os quais, em seguida, foram
pesados e macerados em cadinho de porcelana com pistilo em aproximadamente
15mL de acetona 80% (v/v). Logo apds, realizou-se filtragem em 1a de vidro,
completando-se o volume para 25mL com acetona 80%. Imediatamente apds
este procedimento, procedeu-se a leitura da absorbancia a 663 nm e 645 nm em
um espectrofotdmetro v/uv Beckman modelo 640 B. Todo o procedimento foi
realizado em ambiente sem luminosidade para evitar a degradacdo de clorofilas.
Os calculos de mg de clorofila por grama de massa fresca de tecido foliar foram

realizados utilizando-se as equagfes descritas a seguir:

Clorofila a = [12,7 x A663 — 2,69 x A645] x /1000 W
Clorofila b =[22,9 x A645 — 4,68 x A663] x /1000 W

Em que:
A = absorbéncia dos extratos nos comprimentos de onda indicados.
V = volume final do extrato clorofiliano-cetonico. W= massa fresca em

gramas do material vegetal utilizado.
3.5 Teor de carotendides

A determinacgdo dos teores de carotenoides foi realizada em oito folhas

maduras e completamente expandidas por tratamento, localizadas no 5° interné
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abaixo do apice da planta, as quais foram imediatamente acondicionadas em
papel aluminio e mantidas sob refrigeracdo. A extracdo e a quantificacdo dos
carotendides foram realizadas segundo a metodologia descrita por Duke &
Kenyon (1986). Os teores de carotendides foram quantificados utilizando-se os
coeficientes de absortividade molar de Sandmann & Borger (1983).

Para a extracdo, foram utilizados 500mg de folhas picadas por
tratamentos, que foram macerados em cadinho com pistilo, em 10mL de
hidréxido de potassio solubilizado em metanol (6% p/v). Em seguida, os
extratos foram centrifugados a 5.000g por 50 minutos, sob temperatura
ambiente, 10°C e 20°C, com ressuspensao, sendo o sobrenadante depositado em
tubo de ensaio. Para a extracdo dos pigmentos, o extrato foi particionado com
3mL de éter de petroleo, com agitacdo vigorosa. Coletou-se a epifase com pipeta
automatica e o extrato pdde ser particionado repetidamente por mais duas vezes,

procedendo-se a leitura espectrofométrica a 445nm.

3.6 Extracao de 6leo essencial

A extracdo de 6leo essencial de A. vulgaris foi realizada no Laboratoério
de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura (DAG) da UFLA.

As folhas das plantas, apds serem coletadas, foram acondicionadas em sacos de
papel kraft devidamente identificadas e colocadas em estufa com circulagéo
forcada de ar a 40 + 3°C, até peso constante.

Para a extracdo do 6leo foi utilizado o método de hidrodestilacdo em
aparelho Clevenger, por Wasick. Pesaram-se 20g do material vegetal, as quais
foram colocadas em baldo volumétrico de 1000 mL e a elas acrescentado um
volume de 750 mL de agua destilada.

Ap0s o periodo de extragdo, que foi de 2 horas apds o inicio da fervura,
0 hidrolato obtido foi submetido a particdo liquido-liquido em funil de
separacdo, com 3 porgdes de 25mL de diclorometano (cada por¢do descansou
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por 20 minutos, totalizando 60 minutos por repeticdo). As fracfes orgénicas de
cada repeticdo foram reunidas e secas com trés gramas de sulfato de magnésio
anidro. O sal foi removido por filtracdo simples e o solvente, evaporado a
temperatura ambiente em capela de exaustdo de gases até alcancar peso
constante, obtendo-se o 6leo essencial purificado.

Diante da massa obtida, determinou-se o teor percentual do oOleo

essencial nas folhas de A. vulgaris pela formula:
T% = Massa do 6leo(g) / 20g X 100.

3.7 Anélise estatistica
Os ensaios foram conduzidos seguindo o delineamento inteiramente
casualizado, com os tratamentos representados por quatro espectros luminosos
(pleno sol e telas coloridas: preta, 50%; azul, 50%; e vermelha, 50%). O material
experimental foi plantas de A. vulgaris.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia utilizando o
programa estatistico SISVAR 4.3 (Ferreira, 1999). As médias entre os
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e os

dados referentes a andlise de microscopia de transmissdo foram transformados

0,5
usando (X) .

29



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anédlise de crescimento

Verifica-se que o padrdo de crescimento das plantas variou em funcéo
dos ambientes a que estas foram submetidas.

Na Tabela 2, é possivel observar que plantas expostas a pleno sol tém
altura inferior aos tratamentos cobertos com telas preta, azul e vermelha, os

quais ndo apresentaram diferenca entre si.

TABELA 2. Valores médios de altura, diametro do caule, area foliar especifica
(AFE), razdo area foliar (RAF) e razdo de peso foliar de A. vulgaris submetidas

a diferentes espectros luminosos. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Espectros Altura Diametro A FE RAF RPF

luminosos (cm) do caule (cm) (cm?/g) (cm?/g)

Pleno Sol 35.68 b 0,56 a 169.76 a 23.66 b 0.15b
Preto 123.50 a 0,55 a 136.12 ab 34.30ab 0.26a
Azul 122.12 a 0,57 a 89.82b 22.28b 0.25a

Vermelho 125.87 a 0,65 a 117.00 ab 36.67 a 0.31a

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

O efeito das telas coloridas sobre o crescimento das plantas ja havia sido
observado para outras espécies. Em Pittosporum variegatum, as telas vermelha e
azul com 50% de sombreamento exercem maior efeito, sendo que a tela
vermelha proporcionou maior crescimento dos galhos e a azul, desenvolvimento
mais lento da planta (Oren-Shamir et al., 2001)

Em Phalaenopsis sp, plantas sob telas vermelhas tiveram os melhores
resultados para os parametros de crescimento da haste quando comparadas as
condigdes de sombreamento de telas azul e preta (Leite, 2004).

A radiacdo vermelha pode promover um alongamento de parte aérea,

como ja foi constatado em diversos estudos com alteracdo na qualidade de luz
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(Debergh, 1997; Appelgren, 1991; Marks & Simpson, 1999), mas esse
alongamento ndo é uma caracteristica geral. Schuerger et al. (1997) afirmam que
a influéncia da qualidade espectral sobre o crescimento e o desenvolvimento de
plantas esta fortemente associada a espécie vegetal.

As plantas de A. vulgaris ndo tiveram diferenca nos resultados de
didmetro do caule sob os diferentes espectros luminosos a que foram submetidas
(Tabela 2).

Segundo Naves (1993), o crescimento em didmetro guarda uma relagéo
mais estreita com a fotossintese liquida do que com o crescimento em altura e
depende do acumulo de carboidratos e de um balango favoravel entre a
fotossintese liquida e a respiracéo.

A AFE, que é um indicativo da espessura da folha e estima a proporcéao
relativa da superficie assimilatéria e os tecidos de sustentacdo e condutores da
folha, foi mais reduzida na condicdo de sombreamento azul (Tabela 2) indicando
que as folhas de A. vulgaris tornam-se mais espessas quando as folhas séo
mantidas em local sombreado. Larcher (2004), afirma que plantas que
desenvolvem folhas mais espessas apresentam um metabolismo mais ativo, e
como conseqiiéncia, essas folhas apresentam uma maior producdo de matéria
seca com um maior conteldo energético. Os valores de RAF das plantas
sombreadas sob tela vermelha foram inferiores aos das plantas cultivadas sob as
telas telas e a pleno sol. De acordo com Peterson (1980), aumentos na RAF
constituem uma adaptacdo da planta a baixa luminosidade, representando maior
proporc¢do de tecido fotossinteticamente ativo na forma de area foliar, estrutura
interceptora de luz por exceléncia.

As plantas crescidas em ambiente de pleno sol apresentaram menores
valores de RPF que as plantas cultivadas sob telas. Isto informa que A. vulgaris
sob pleno sol aloca menos fotoassimilados para as folhas em relagéo aos demais

tratamentos.
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As adaptacOes das folhas ao sombreamento incluem modificacGes
morfolégicas e anatdmicas, tais como aumento da area, diminuicdo da espessura
e reducdo do nimero de células do mesofilo por unidade de area, entre outras
caracteristicas (Barreiro et al., 1992)

A luz azul influencia a biossintese de clorofila e outros pigmentos por
meio da regulacdo da expressdo de determinados genes (Tsunoyama et al 2002).
Isto pode explicar o maior vigor foliar encontrado para todas as variedades
tratadas com tela azul. Embora ndo se tenha feito uma avaliagdo formal,
visualmente as folhas das plantas tratadas com luz azul apresentavam-se mais

verdes e brilhantes.

4.2 Biomassa seca

As plantas cultivadas a pleno sol e sob tela azul acumularam maior
quantidade de biomassa seca do que aquelas sob telas preta e vermelha (Tabela
3), mostrando que a producdo de biomassa total em plantas de A. vulgaris foi
influenciada tanto pela qualidade espectral da luz solar como pela intensidade.
Larcher (2004) afirma que plantas de sol estdo mais aptas a utilizar maiores
intensidades de radiacdo gracas a elevada capacidade de transporte do sistema
eletronico e, desta forma, conseguem maiores ganhos fotossintéticos.

O teste de médias revelou maior acimulo de biomassa seca de folhas em
plantas submetidas a tela azul. O fato de as biomassas secas de folhas e total
serem maiores em plantas cultivadas sob tela azul permite inferir que a maior
eficiéncia fotossintética das plantas de A. vulgaris ocorre neste ambiente.

As plantas de A. vulgaris que apresentaram maior acumulo de biomassa no
caule foram aquelas cultivadas a pleno sol (Tabela 3).

A maior biomassa seca da raiz ocorreu em plantas cultivadas a pleno sol

e sob malha azul (Tabela 3). As plantas a pleno sol alocam maiores percentuais

de biomassa para o sistema radicular, indicando que ocorre efeito estimulante na

32



translocacéo para a raiz. Estes resultados foram observados por varios autores,
entre outros, Dias Filho (1997).

TABELA 3: Biomassa seca (g) de raiz, caules, folhas, total e relacdo raiz/parte
aérea de plantas jovens de Artemisia vulgaris submetidas a diferentes condicdes
de luminosidade. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Condicao de Biomassa seca (9) Razao raiz/parte
sombreamento Folhas Caules Raizes Total aérea
Pleno Sol 750b 1443 a 18.70 a 2293 a 0.85a
Preto 6.69 b 8.33b 8.39¢ 15.30b 055b
Azul 1240 a 9.91b 15.50 a 21.11a 0.69b
Vermelho 7.90b 8.11b 11.60 b 13.01b 0.72b

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade

Entre as plantas cultivadas sob telas preta, vermelha e azul, as que
tiveram maior acimulo de biomassa seca total foram aquelas submetidas a tela
azul (Tabela 3). Segundo Taiz & Zeiger (2004), as plantas utilizam a luz azul
como fonte de energia e como um sinal que fornece informacdes sobre o
ambiente. Tais informacbes sdo traduzidas em processos metabdlicos que
permitem as plantas alterar seu crescimento e desenvolvimento. As respostas a
luz azul podem incluir biossintese de pigmentos e regulacéo de genes envolvidos
em vérios processos morfogenéticos importantes, como, por exemplo, 0s que
codificam a enzima chalcona sintase, que catalisa a biossintese da pequena
subunidade de rubisco, e as proteinas que ligam as clorofilas a e b. Portanto,
pode-se inferir que ocorreu maior eficiéncia do processo fotossintético nas
plantas nesse ambiente.

A maior razdo raiz/parte aérea ocorreu em plantas submetidas a pleno
sol, indicando uma alocacdo preferencial de matéria seca para 0 sistema

radicular. Muitos autores descrevem, em diferentes espécies, que plantas
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cultivadas a pleno sol alocam maiores percentuais de biomassa para o sistema
radicular. A menor distribuicdo de biomassa para raizes sob baixas condicGes de
radiacdo resulta em respostas que aumentam o acimulo de carbono, como um
aumento na area foliar, ou que reflitam uma estratégia buscando luminosidade,
como aumento na altura (Almeida et al., 2001; Dias-Filho, 1997; 2000; Walters
etal., 1993).

Em estudo com plantas de Campomanesia rufa observou-se maior
acimulo de biomassa seca em raizes de plantas submetidas a alta intensidade
luminosa e, consequentemente, maior relacdo raiz/parte aérea em comparagio
com as plantas submetidas a sombreamentos (Rezende, 2004).

Alguns autores sugerem que a menor distribuicdo de biomassa seca para
raiz em plantas submetidas a menor intensidade luminosa provavelmente revela
uma resposta adaptativa que possibilita maior ganho de carbono, como aumento
na razdo de area foliar, ou que reflita numa estratégia buscando luminosidade,
como aumento na altura (Walters et al., 1993).

Vérios trabalhos tém demonstrado maior acimulo de biomassa seca no
sistema radicular de plantas cultivadas no tratamento a pleno sol (Groninger et
al., 1996; Ke & Weryer, 1999). Almeida (2001), estudando aspectos fisiolégicos
do crescimento inicial de plantas jovens de Cryptocarya aschersoniana,
constatou que as relacBes raiz/parte aérea de biomassa seca foram maiores nas
condicOes de 50% de sombreamento.  Segundo Claussen (1996), plantas da
mesma espécie com sistemas radiculares mais desenvolvidos em determinada
condicdo tém mais habilidade de aclimatacdo do que aqueles com sistemas
radiculares reduzidos, pois podem absorver maior quantidade de agua e
nutrientes, estratégia que garante maior capacidade para suportar maiores taxas
de fotossintese e transpira¢do que ocorrem nestes ambientes.

Porém, para Chapin et al. (1987), um padrdo de aloca¢do de biomassa que

prioriza os 6rgdos aéreos sob condicbes de sombreamento permite maior
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captacdo de luz pelas plantas, otimizando o processo fotossintético em ambiente

onde a luz limita a fotossintese.

4.3 Microscopia de luz (ML)

A folha de A. vulgaris foi caracterizada como dorsiventral e
hipoestomaética e a epiderme da face adaxial e abaxial e o parénquima palicadico
sdo constituidos por 1 camada de células; ja o parénquima esponjoso apresentou
variacBes de 3 a 4 camadas; e ha uma espessa camada de cuticula na superficie
adaxial (Figura 4)

As folhas das plantas cultivadas a pleno sol e sob tela preta tiveram
maiores espessuras do limbo e parénquima esponjoso do que aguelas cultivadas
sob telas azul e vermelha. As folhas de plantas cultivadas a pleno sol tiveram
maior espessura do parénquima palicadico (Tabela 4). De acordo com Taiz &
Zeiger (2004), as folhas de plantas cultivadas ao sol sdo mais espessas, com
maior desenvolvimento da cuticula, e tém as células palicadicas mais longas.
Folhas de Nauclea (Rubiaceae), crescendo em alta densidade de fluxo de f6tons,
apresentaram um mesofilo palicddico muito bem desenvolvido, constituido de
duas camadas de células, e quando cresceram sob baixa densidade de fluxo de
fétons, apresentaram apenas uma camada de células (Riddoch et al., 1991).

Em plantas cultivadas sob telas azul e vermelha observou-se menor
espessura de epiderme adaxial, parénquimas palicadico e esponjoso e limbo
foliar. Outros autores (Almeida, 2001; Bolhar, 1993) observaram, em
experimentos com alteracdes espectrais, que na maioria dos casos verifica-se
reducdo da espessura foliar sob radiacdo vermelha. A anatomia da folha é
altamente especializada para a absorcao de luz. A epiderme é transparente a luz
visivel e suas células sdo, com freqliéncia, convexas. As células epidérmicas

convexas podem atuar como lentes a luz, de modo que a quantidade de f6tons
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que atinge alguns dos cloroplastos pode ser muitas vezes maior do que a
guantidade na luz do ambiente (Volgelmann et al., 1996).

Quanto a epiderme abaxial observou-se maior espessura em folhas de
plantas cultivadas sob telas azul e vermelha, as quais ndo tiveram diferenca
significativa entre si. Nos tratamentos pleno sol e tela preta, a epiderme abaxial
apresentou espessura menor em relacdo aos tratamentos azul e vermelho, nédo
apresentando diferenca significativa entre si. Por manter contato direto com o
ambiente, a epiderme esta sujeita as modificacdes estruturais em decorréncia de
varios fatores ambientais. Foi observado maior alongamento das células do
parénquima palicaddico e maiores espacos intercelulares no parénquima
esponjoso em folhas a pleno sol (Tabela 4). Nas plantas crescidas em altas
intensidades luminosas, o mesofilo é, geralmente, mais desenvolvido, com as
células do parénquima palicadico mais altas e justapostas. Zanela (2001)
observou que plantas de Hymenaea courbbaril, Maclucra tinctoria e Acécia
mangium, quando cultivadas a pleno sol, apresentam folhas mais espessas
devido ao aumento do mesofilo e dos parénquimas palicadico e esponjoso.
Segundo Lee et al. (2000), células paligadicas mais alongadas constituem um
padrdo classico de resposta e de adaptacdo das plantas & alta intensidade
luminosa, o que pode ser constatado em plantas de A.vulgaris (Figura 4).

Segundo Larcher (2004), nos espacos intercelulares a radiacdo é
totalmente refletida. Dessa forma, pode-se inferir que a maior quantidade de
espacos presentes em plantas cultivadas sob forte intensidade luminosa constitui
um mecanismo adaptativo para a reflexdo do excesso de radiacdo. Existe uma
estreita relacdo entre os espacos intercelulares e as espessuras de parede celular
na condutancia interna de CO,, uma vez que essa condutancia é constituida da
difusdo de gases através dos espagos intercelulares e da difusdo liquida entre a

parede celular e os sitios de carboxilacéo.
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TABELA 4: Espessura media da epiderme das faces adaxial e abaxial,
parénquima palicadico e esponjoso e limbo foliar de A. vulgaris submetidas a

diferentes espectros luminosos. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Condigéo de Espessura (um)
sombreamento Ep Ad Ep. Ab Par. Pal Par Esp Limbo foliar
Pleno Sol 18.15 ab 13.98 b 62.70 a 58.71a 153.54 a
Preto 17.76 ab 13.71b 57.16 b 60.15a 148.77 a
Azul 17.37b 1554 a 54.57b 51.27b 138.75 b
Vermelho 18.52 a 16.41a 54.15b 4725 b 136.32 b

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A luz influencia a anatomia foliar tanto nos primeiros estadios de
desenvolvimento quanto no estadio adulto, pois a folha é um 6rgdo bastante
plastico e sua estrutura interna adapta-se as condicBes de luz do ambiente. A
influéncia da luz sobre a anatomia foliar pode ser avaliada de acordo com a
intensidade, a qualidade e a quantidade da luz.

Folhas de plantas crescidas em ambientes ensolarados s&o menores,
mais espessas e tém mais massa por unidade de area em relagdo as cultivadas a
sombra. Este fato se deve, provavelmente, a taxa fotossintética mais elevada a
pleno sol, em comparagdo com as plantas crescidas a sombra (Boardman, 1977;
Bjorkman, 1981). O aumento na espessura da folha, especialmente pela
elongacdo ou adicdo de células do parénquima pali¢adico, tem sido ligado a uma
reducdo na resisténcia do mesofilo ao dioxido de carbono (Nobel, 1977) e
correlacionado ao aumento de fatores potencialmente limitantes do processo
fotossintético (como, por exemplo, Rubisco, transportadores eletrnicos,
condutancia estomatica) (Bjorkman, 1981).
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FIGURA 4: Eletromicrografias de se¢Oes transversais em cortes semifinos de
laminas foliares de A. vulgaris. Ed (Epiderme adaxial), Eb
(Epiderme abaxial), Pp (Parénquima palicadico) Pe (Parénquima
esponjoso). A (pleno sol) B (tela preta). Barra corresponde a
100um. UFLA, Lavras, MG, 2006

38



FIGURA 5: Eletromicrografias de se¢Oes transversais em cortes semifinos de
laminas foliares de A. vulgaris. Ed (Epiderme adaxial), Eb
(Epiderme abaxial), Pp (Parénquima palicadico) Pe (Parénquima
esponjoso). A (pleno sol) B (tela preta). Barra corresponde a
100pm. UFLA, Lavras, MG, 2006
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Goulet & Bellefleur (1986) afirmaram que os efeitos da luz (sol e
sombra) influenciaram na plasticidade foliar, alterando a espessura, a area e
outras caracteristicas desse 6rgdo vegetal. Algumas plantas tém plasticidade
suficiente para se desenvolverem e adaptarem-se a uma amplitude de regimes de
luz, crescendo como plantas de sol. Essas plantas de sol sdo mais espessas e tém
células palicadicas mais longas do que as de sombra. As células na superficie
superior da folha, expostas ao fluxo fotbnico mais alto, caracterizam folhas
crescendo a plena luz do sol; as células na superficie inferior tém caracteristicas
encontradas em folhas de sombra. Segundo Bjérkman (1981), a capacidade de
alterar a estrutura das folhas em resposta a diferentes niveis de luz é um atributo
comum das espécies que apresentam amplo potencial da aclimatacéo.
Entretanto, em algumas ndo ocorre uma relacdo muito clara entre os niveis de
radiacdo e a anatomia (Ashton & Berlyn, 1992).

Caracteristicas anatdmicas contrastantes também podem ser encontradas
em folhas da mesma planta, expostas a regimes luminosos diferentes. Mesmo
partes distintas de uma folha mostram adaptagdes ao seu microambiente
luminoso (Terashima, 1992).

A. vulgaris tem plasticidade fenotipica, verificada pelos ajustes das
caracteristicas anatdbmicas de espessamento foliar em funcdo dos espectros

luminosos aos quais foram submetidas.

4.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Pelas eletromicrografias tiradas em microscopio eletrénico de varredura
(MEV) da superficie de folhas de A. vulgaris foi possivel verificar grande
quantidade de tricomas, sendo estes de dois tipos: um do tipo braciforme com
ramificagdes e outro do tipo capitado. Observaram-se tricomas tanto na
superficie abaxial com na superficie adaxial, em muito maior quantidade na

superficie abaxial. A observacdo das eletromicrografias expostas nas figuras 3 e
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4 permite afirmar que as l&minas foliares de plantas cultivadas a pleno sol
apresentam maiores quantidade de tricomas em relacdo as plantas cultivadas sob
sombreamento das telas preta, azul e vermelha.

De acordo com Larcher (2004), a densa cobertura de tricomas sobre a
superficie da folha ou a espessa parede celular no tecido epidérmico agem como
filtros capazes de modificar a radiacdo direta em luz difusa, minimizando o
efeito da radiacdo intensa.

Os tricomas glandulares sdo estruturas secretoras de 6leo essencial,
frequentemente presentes nas Lamiaceae, variando o ndmero de células
secretoras, 0 comprimento da célula peduncular, a quantidade do dleo secretado,
a densidade e seu arranjo na epiderme (Metcalf & Chalk, 1983). Os tricomas
glandulares peltados e capitados sdo diferentes quanto a morfologia, inicio e

duracdo da atividade secretora, modo de secrecdo e tipo de material secretado.
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FIGURA 6. Eletromicrografia de epiderme Abaxial (A) e Adaxial (B) de
laminas foliares de A. vulgaris submetidas a pleno sol. Barra
corresponde a 100pum. UFLA, Lavras, MG. 2006.
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FIGURA 7. Eletromicrografia de epiderme Abaxial (A) e Adaxial (B) de
laminas foliares de A. vulgaris submetidas a tela preta. Barra corresponde a
100pum. UFLA, Lavras, MG. 2006
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FIGURA 8. Eletromicrografia de epiderme Abaxial (A) e Adaxial (B) de
laminas foliares de A. vulgaris submetidas a tela azul. Barra corresponde a
100pm. UFLA, Lavras, MG. 2006
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FIGURA 9. Eletromicrografia de epiderme Abaxial (A) e Adaxial (B) de
laminas foliares de A. vulgaris submetidas a tela vermelha.
Barra corresponde a 100pum. UFLA, Lavras, MG. 2006
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Em relacdo a presenca de estdbmatos (Figura 8) observou-se, nas
eletromicrografias de microscopia eletrénica de varredura, que se trata de uma
folha hipoestomética. Os estdmatos sdo encontrados em um plano superior em
relacdo as células sinuosas da epiderme, sendo estes chamados salientes (Castro
& Daniel, 2002). Devido a grande quantidade de tricomas tectores, foi inviavel a
contagem do numero de estdmatos, bem como da tomada de suas medidas.

Observam-se, nas laminas foliares de A. vulgaris, estdbmatos do tipo
diacitico (Figura 8).

FIGURA 10. Eletromicrografia de epiderme abaxial de Iaminas foliares
mostrando estdmatos do tipo diacitico de A. vulgaris. Barra
corresponde a 100um. UFLA, Lavras, MG. 2006

Rocha (2005) afirma que a andlise da densidade estomatica ndo é um

pardmetro confiavel para verificacdo da adaptabilidade anatémica de uma

46



espécie vegetal a um ambiente. Segundo o autor, uma forma segura de indicar a
funcionalidade estomatica seria o formato das células guarda e a relagdo entre o
diametro polar e equatorial dos estdbmatos. Khan et al. (2002) afirmam que
guanto maior a relacdo diametro polar/equatorial, mais elipséide sera o formato,
sendo este formato caracteristico de estdbmatos funcionais, enquanto a forma
arredondada est4 associada a estdmatos que ndo apresentam funcionalidade
normal.

FIGURA 11. Eletromicrografia de epiderme abaxial de Iaminas foliares
mostrando estdbmatos de A. vulgaris submetidas a diferentes
espectros luminosos. A (pleno sol); B (tela preta); C (tela azul);
D (tela vermelha). Barra corresponde a 100um. UFLA, Lavras,
MG. 2006
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4.5 Microscopia eletronica de transmisséo (MET)
A ultraestrutura dos cloroplastos de laminas foliares de A. vulgaris é
mostrada nas Figuras 6 e 7.

FIGURA 12. Eletromicrografia de transmissdo (MET) mostrando cloroplastos e
grdos de amido nas células do parénquima lacunoso de laminas
foliares de Artemisia vulgaris submetidas a diferentes
condicOes de sombreamento. A (pleno sol), B (tela preta 50%),
C (tela azul 50%) e D (tela vermelha 50%). CI — cloroplasto,
G - gréo de amido no interior do cloroplasto. Barra de 2um.
UFLA, Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 13. Eletromicrografia de transmissdo (MET) mostrando cloroplastos e
grdos de amido nas células do parénquima palicadico de laminas
foliares de Artemisia vulgaris submetidas a diferentes condicdes
de sombreamento. A (pleno sol), B (tela preta 50%), C (tela azul
50%) e D (tela vermelha 50%). CI — cloroplasto, G — gréo de

amido no interior do cloroplasto. Barra de 1um. UFLA, Lavras,
MG, 2006.

Observa-se que a estrutura e o tamanho, bem como o ndmero de

cloroplastideos, sofreram variacbes em funcdo dos diferentes espectros
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luminosos a que foram submetidos, tanto no parénquima palicadico quanto no
esponjoso (Tabelas 7 e 8).

As folhas de plantas cultivadas sob tela preta tém maior nimero de
cloroplastideos por células, tanto no parénquima palicadico como no esponjoso,
sendo o ambiente com tela vermelha o que mostrou menor ndmero de
cloroplastideos também para os dois tipos de parénquimas (Tabelas 7 e 8).
Espécies com mesofilo dorsiventral apresentam a grande maioria dos
cloroplastos nas células do parénquima palicadico.

O comprimento e a altura dos cloroplastideos foram maiores nas células
do parénquima pali¢adico do que no parénquima esponjoso (Tabelas 7 e 8). As
plantas cultivadas a pleno sol apresentaram cloroplastideos com maior altura que
os demais tratamentos, sendo as plantas cultivadas sob tela preta as que
apresentaram menor altura para cloroplastideos (Tabela 8).

A maior altura de cloroplastideos observados no parénguima espon;joso
foi no tratamento a pleno sol e, em seguida, nos tratamentos com tela azul,
vermelha e preta, os quais variaram entre si (Tabela 8)

A menor largura de cloroplastideos em parénquima palicadico foi
observada em células de plantas cultivadas no tratamento com tela preta, € a
maior largura, em tratamento com telas azul e preta (Tabela 7).

As plantas que apresentaram menor largura de cloroplastideos no
paréngquima lacunoso foram cultivadas sob telas preta e vermelha e a maior

largura foi observada em tratamento com tela azul (Tabela 8).
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TABELA 7. Valores médios do numero de cloroplastideos por células do
parénquima palicadico, sua area (um™), perimetro (um), altura (um) e largura
(um) de A. vulgaris submetidas a diferentes espectros luminosos. UFLA, Lavras,
MG, 2006.

*Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de

Espectros Cloroplastideos em células do Parénquima Pali¢adico
luminosos
Cloroplastideo Area Perimetro Altura  Largura
por célula
Pleno Sol 10.50 b 17.75a 17.25b 6.37 ¢ 3.62¢
Preto 12.75 a 6.69 b 10.66 a 3.73a 221D
Azul 10.85b 1587 a 15.25b 525b 3.63¢
Vermelho 7.75¢C 16.55 a 15.85b 5.65 bc 2.97 bc

Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 8. Valores médios do nimero de cloroplastideos por células do
parénquima esponjoso, sua area (um), perimetro (um), altura (um) e largura
(um) de A. vulgaris submetidas a diferentes espectros luminosos. UFLA, Lavras,
MG, 2006.

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de

Espectros Cloroplastideos em células do Parénguima Esponjoso
luminosos Cloroplastideo  Area Perimetro  Altura  Largura
por célula
Pleno Sol 5.62 ab 11.62a 1451 a 5.01a 3.12ab
Preto 6.00 a 599b 10.15b 3.59¢ 2.39b
Azul 5.50 ab 1401a 1449 a 4.62 ab 3.87a
Vermelho 450 b 7.50b 9.87b 4.02 bc 2.87b

Tukey a 5% de probabilidade.

Em todos os tratamentos, os cloroplastideos foram observados proximos
a parede celular; somente nas plantas mantidas a pleno sol observaram-se alguns
cloroplastideos dispersos no meio intracelular. Devido a forma e ao arranjo

dessas células, os cloroplastideos podem se dispor paralelamente as paredes
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celulares, aumentando a eficiéncia fotossintética ou reduzindo os danos pelo
excesso de luz.

Segundo Bolhar-Nordenkamp & Draxler (1993), as mudancas que
ocorrem em um ambiente de luz induzem adaptacdes nos cloroplastos,
modificando propriedades das membranas dos tilac6ides, como o arranjo dos
cloroplastos nas células. Os cloroplastos tendem a se movimentar em direcéo
anticlinal a parede das células sob luz intensa para reduzir a absorcdo pelas
folhas. No parénquima paligadico, os cloroplastos podem estar aglomerados,
formando uma haste préxima a paredes periclinais, ou podem estar aderidos
longitudinalmente a paredes anticlinais, funcionando como um tubo para
passagem da luz para o parénquima esponjoso situado logo abaixo do
parénquima palicadico, isso em uma folha dorsiventral. Os cloroplastos no
parénguima esponjoso podem também se orientar de acordo com a quantidade e
a qualidade de luz penetrada. A movimentacéo dos cloroplastos pode aumentar o
coeficiente de absor¢do de luz pelas folhas em até 20% e, assim, contribuir para
adaptagdo em curto prazo ap6s mudangas de condigdes de baixa para alta
irradiéncia ou vice-versa

Em todos os tratamentos observou-se a presenca de gréos de amido nos
cloroplastideos. Tanto no parénquima paligaddico como no parénquima lacunoso
observou-se maior nimero de grdos de amido no tratamento com tela preta, o
qual apresentou diferenca em relacdo aos tratamentos pleno sol, telas azul e
vermelha. Quanto & area e ao perimetro dos grdos de amido, observou-se a
menor darea no tratamento com tela preta, o qual apresentou diferenca
significativa em relacdo aos demais tratamentos (Tabelas 8 e 9). Isso se deve ao
fato de que quanto maior o ndmero de grdos de amido, menores eles se
apresentam (Figuras 8 e 9).

A altura dos grios de amido foi menor no tratamento de tela preta e

maior em tratamento de tela azul, sendo os intermediarios os tratamentos pleno
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sol e tela preta, no parénquima paligadico; no parénquima lacunoso, a altura é
menor no tratamento de tela preta, apresentando diferenca significativa em
relacdo aos demais tratamentos. Em relacdo a largura dos grdos de amido,
observa-se a menor no tratamento com tela preta, o qual tem diferenca em
relacdo aos demais. No parénquima palicadico e no parénquima lacunoso, a
largura dos grédos de amido foi menor nos tratamentos pleno sol e tela preta,

diferenciando-se dos outros dois tratamentos (Tabelas 8 e 9).

TABELA 8. Valores médios do nimero de grdos de amido por cloroplastideos
no parénquima palicadico, sua &rea (um), perimetro (um), altura (um) e largura
(um) de plantas jovens de Artemisia vulgaris submetidas a diferentes condi¢fes
de luminosidade. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Espectro Gréos de amido em células do Parénquima Paligadico
de Graos de Area Perimetro Altura Largura
luz amido por (um™®) (um) (um) (um)
cloroplastideo
Pleno Sol 1.87b 1.50 bc 5.50 ab 1.75 bc 1.25ab
Preto 7.62a 0.62c 2.87b 112¢ 0.87b
Azul 2.12b 3.30a 6.12 a 3.25a 1.63a
Vermelho 1.50b 2.25ab 6.75a 2.50 ab 1.00b

TABELA 9. Valores médios do nimero de grdos de amido por cloroplastideos
no parénquima lacunoso, sua area (um), perimetro (um), altura (um) e largura
(um) de plantas jovens de A. vulgaris submetidas a diferentes espectros
luminosos. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Espectro Graos de amido em células do Parénguima Palicadico
de Gréos de Area Perimetro Altura Largura
luz amido por (um™) (um) (um) (um)
cloroplastideo

Pleno Sol 1.62b 2.43ab 6.50 ab 1.75 ab 1.27b
Preto 3.62a 1.07c 4.62b 1.62b 1.00 b
Azul 1.75b 3.37a 7.50 a 2.62a 162a
Vermelho 1.50b 1.80 bc 6.00 ab 2.12ab 1.12 ab

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 14. Eletromicrografia de transmissdo (MET) mostrando grdos de
amido no interior dos cloroplastideos nas células do parénquima paligadico de
laminas foliares de Artemisia vulgaris submetidas a diferentes condicdes de
sombreamento. A (pleno sol), B (tela preta 50%), C (tela azul 50%) e D (tela
vermelha 50%). CI — cloroplasto, G — gréo de amido no interior do cloroplasto.
Barra de 1um. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 15. Eletromicrografia de transmissdo (MET) mostrando gréos de
amido no interior dos cloroplastideos nas células do parénquima lacunoso de
laminas foliares de Artemisia vulgaris submetidas a diferentes condicdes de
sombreamento. A (pleno sol), B (tela preta 50%), C (tela azul 50%) e D (tela
vermelha 50%). CI — cloroplasto, G — gréo de amido no interior do cloroplasto.
Barra de 1um. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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O cloroplasto forma e acumula amido (de assimila¢do) e as dimensdes
desses graos de amido podem variar de acordo com o periodo do dia, a medida
gue os acglcares sdo formados e, temporariamente, armazenados como amido.
Estes grdos tendem a desaparecer no escuro e a aumentar na presenca de luz
(Gomes, 2004).

Os resultados observados em A. vulgaris sdo confirmados por Schuerger
et al. (1997), que afirmam que a luz azul é importante para o desenvolvimento
dos cloroplastos e tem se mostrado mais eficiente que a luz vermelha. Leong et
al. (1985) afirmam que a exposicdo a radiacdo na faixa do vermelho-distante
durante o crescimento e desenvolvimento foliar influencia significativamente o

desenvolvimento dos cloroplastideos.

4.6 Teores de clorofila

A andlise dos teores de clorofilas e carotendides revelou variabilidade

nos tratamentos submetidos a diferentes espectros luminosos (Tabela 9).
Em plantas cultivadas a pleno sol, os teores de clorofilas a e b e total foram
reduzidos em relacdo as plantas cultivadas sob telas preta, azul e vermelha.
Diversos trabalhos, como os de Atroch (1999), Castro (2002), Engel & Poggiani
(1991), Gomes (2004) e Lee et al. (2000), também relatam menores teores de
clorofilas em plantas cultivadas a pleno sol em relagdo as sombreadas. Pode-se,
portanto, inferir que a quantidade de radiacdo influencia fortemente os teores de
pigmentos cloroplastideos.

Dentre as plantas sombreadas, as que apresentaram maior teor de
clorofila a e b e total foram aquelas cultivadas sob tela preta. Larcher (2004)
afirma que as alteragfes no conteddo dos pigmentos em resposta a composicao
espectral da luz constituem uma adaptacao cromatica, que proporciona vantagem

ecolégica em virtude da melhoria no desempenho fotossintético da planta.
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As plantas cultivadas sob telas apresentaram menor razdo clorofilaae b
do que aquelas cultivadas a pleno sol. A razdo entre clorofila a e b, de maneira
geral, tende a diminuir com a reducdo da intensidade luminosa (Boardman,
1977; Kramer, 1979), devido a uma maior proporc¢do relativa de clorofila b em
ambientes sombreados, que pode estar associada a sua degradacdo mais lenta em
relacdo a clorofila a (Engel & Poggiani, 1991). O aumento da proporgdo de
clorofila b é uma caracteristica importante de ambientes sombreados, uma vez
que ela capta energia de outros comprimentos de onda e a transfere para a
clorofila a, maximizando, assim, a captura de luz que efetivamente atua nas
reacOes. Este aumento da clorofila b em diferentes ambientes esta associado a
sua degradacdo, que é mais lenta em relacdo a clorofila a (Engel & Poggiani,
1991). Estes resultados concordam com os obtidos por Atroch (1999), Castro
(2002), Gomes (2004) e Lee et al. (2000).

A diferenca encontrada entre os teores de clorofila a e b e total, bem
como na razdo clorofila a/b nas plantas de Artemisia vulgaris, evidenciam que
essa espécie dispde de diferentes estratégias no acumulo e uso dos pigmentos
fotossintéticos em diferentes condi¢des de luminosidade.

-1
TABELA 9: Teores de clorofila a, b, total (ug.g de matéria fresca) e relagdo
clorofila a/b em plantas de Artemisia vulgaris submetidas a
diferentes condic6es de luminosidade. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Condicao Clorofila a Clorofilab  Clorofila total Relacéo
de (M9.g"MF)  (ug.g*MF)  (ug.g*MF)  clorofila a/b
luminosidade
Pleno Sol 59.43 ¢ 25.33Db 84.76 ¢ 2.34a
Preto 103.76 a 53.50a 157.23 a 1.93b
Azul 7398 b 42.45b 116.43 b 1.74b
Vermelho 78.55 b 41.29 b 119.84 b 191b

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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A luz azul influencia a biossintese de clorofila e outros pigmentos por
meio da regulacdo da expressdo de determinados genes (Tsnoyama et al., 2002).
Isto pode explicar o maior vigor foliar encontrado para todas as variedades
tratadas com tela azul. Embora nédo tenha sido feita uma avaliacdo formal, as
folhas das plantas tratadas com luz azul apresentavam-se mais verdes e

brilhantes.

4.7 Teores de carotendides

Plantas cultivadas a pleno sol e sob tela preta foram as que apresentaram
maior teor de carotendides (Tabela 10). Os carotendides sdo pigmentos que
funcionam como fotoprotetores por meio do rapido queching dos estados
excitados da clorofila (Taiz & Zeiger, 2004). Goncalves et al. (2001),
trabalhando com mogno e cumaru sob dois ambientes de luz, verificaram que os
teores de carotendides (pg.g™ MF) foram sempre maiores no ambiente de pleno
sol. Garcia-Plazzola et al. (2001), em trabalhos com Querus ilex, observaram
aumentos consideraveis nos teores de carotenoides e antioxidantes em folhas a
pleno sol, em relacdo as folhas de sombra, e atribuiram esse fendbmeno a
capacidade de resisténcia a fotooxidacao por excesso de luz.

Todos os carotendides absorvem fortemente a energia na mesma aérea
do espectro de radiacdo (do ultravioleta ao azul), mas a forma do espectro de
absorcdo de cada carotenoide é Unica. Constituem integralmente as membranas
dos tilactides e estdo, em geral, intimamente associados aos pigmentos protéicos
das antenas e dos centros de reacdo. A luz absorvida pelos carotenoides é
transferida a clorofila para o processo de fotossintese (Weaver & Wrigley,
1994).

O menor teor de carotenodides foi observado em plantas de Artemisia
vulgaris cultivadas sob telas azul e vermelha (Tabela 10). As plantas sob tela

azul foram, provavelmente, beneficiadas na captacdo de radiacdo, em relacéo as
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demais sombreadas, uma vez que os carotendides absorvem a luz na regido dos
400-500nm, faixa da luz azul do espectro.

-1
TABELA 10: Teores de carotendides (ug.g de matéria seca) em folhas de

plantas de Artemisia vulgaris submetidas a diferentes condi¢des de
sombreamento. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Condicdes de luminosidade Carotendide (ug.g™ MF)
Pleno Sol 261191 D
Preto 2534.91b
Azul 1905.76 a
Vermelho 1701.64 a

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Teor de 6leo essencial

Na Tabela 11 encontram-se os dados de teor de 6leo essencial de
folhas de A. vulgaris. O tratamento com maior teor de 6leo essencial foi o
vermelho, seguido do tratamento a pleno sol e dos tratamentos preto e

azul, os quais ndo diferiram entre si.

-1
TABELA 11: Teores de 6leo essencial (ug.g de matéria seca) em folhas de
plantas Artemisia vulgaris submetidas a diferentes condi¢fes de
sombreamento. UFLA, Lavras, MG, 2006.

CondicGes de luminosidade Teor de dleo essencial %
Pleno Sol 0.56 b
Preto 047c
Azul 0.45c
Vermelho 0.76a

*Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Fatores ambientais isolados exercem influéncia no teor de principios

ativos; quando associados, esta influencia é mais expressiva. Pode-se inferir,
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portanto, que o sombreamento, sobretudo o proporcionado pela malha vermelha,
é eficaz na ativacdo das rotas do metabolismo secundario em A vulgaris. Dentre
as diversas enzimas importantes na biossintese de moléculas presentes no 6leo
essencial, a fenilalanina amonialiase (PAL) tem sido considerada como
reguladora na formacdo de muitos fendlicos (Taiz & Zeiger, 2004).

Duas espécies da familia Lamiaceae foram estudadas por Li et al.
(1996), que avaliaram a producédo de 6leo essencial sob diferentes condigdes de
sombreamento; em Thymus vulgaris, a producdo de 6leo foi maior nas plantas
crescidas em luminosidade total, diminuindo com o decréscimo dos niveis de
luz; ja em Salvia officinalis, as plantas crescidas no sombreamento parcial
apresentaram o maior teor de 6leo. Este estudo mostra que a qualidade e a
intensidade luminosa afetam a producdo de Gleo essencial até mesmo em
espécies da mesma familia.

As variacdes nos percentuais dos teores de 6leo essencial em funcéo de
alteracOes na qualidade e intensidade espectral da radiacdo solar evidenciam que
0 estabelecimento de espectros luminosos especificas é fundamental para
maximizar a producdo de principios ativos. As respostas celulares a luz séo
provavelmente indiretas. Elas devem resultar de mudancgas localizadas no
equilibrio dos horménios e metabdlicos, as quais, por sua vez, podem ser
causadas por mudancas na permeabilidade da membrana mediada pelo
fitocromo e por mudancas enzimaticas resultantes da atividade de genes-chave
(Tanaka et al.,1989).

A familia Asteraceae possui espécies de grande importancia alimenticia,
cosmética e farmacéutica devido a producdo de 6leos essenciais. No entanto, €
pouco explorada quando comparada com representantes da familia Lamiaceae,
consagrada pela presenca desses dleos (Hay & Svoboda, 1993).
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5 CONCLUSOES

As plantas jovens de Artemisia vulgaris L. possuem plasticidade
fisiologica e anatdbmica de acordo com os diferentes espectros luminosos.
O melhor desempenho vegetativo das mudas ocorreu sob condigdes de
sombreamento.

As telas coloridas alteraram alguns pardmetros de crescimento em A.
vulgaris, como a altura das plantas e o limbo foliar, 0 que evidenciou uma
plasticidade fenotipica relacionada a qualidade espectral da luz.

Os cloroplastideos das celulas do parénquima palicadico e
lacunoso variam quanto a estrutura, a0 nimero e ao tamanho em funcéo
das diferentes condi¢fes de luminosidade. Em todos os tratamentos
observa-se a presenca de grdos de amido nos cloroplastideos, sendo as
plantas cultivadas sob tela preta as que apresentam maior nimero de
grdos de amido por cloroplastideo.

Os teores percentuais de 0leo essencial de A. vulgaris variam tanto
em funcdo da intensidade quanto da qualidade de luz. Sob sombreamento,
0 maior rendimento percentual para producdo de dleo essencial ocorreu

em plantas cultivadas sob malha vermelha.
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