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RESUMO

As plantas do género Lavandula séo bastante conhecidas pelo seu rico 6leo essencial em
compostos volateis com propriedades fitoterapicas e aromaticas, sao utilizadas como es-
séncia para a fabricacéo de perfumes e na medicina popular para o alivio de sintomas de
doencas do trato respiratorio. No Brasil, a espécie mais adaptada ao clima é a Lavandula
dentata L. e, em alguns locais do Sul e Sudeste, ocorreu um aumento de seu cultivo de-
vido ao ganho com sua producdo, principalmente na venda de derivados de sua esséncia
e atracdo turistica. Atualmente, o uso de substancias que promovem uma modificacdo
positiva no crescimento e produtividade das plantas tém sido estudados. Os elicitores sao
compostos que atuam causando uma simulacdo de ataque na planta, conferindo um au-
mento da atividade do metabolismo secundario, o que resulta numa maior quantidade do
teor de Gleo essencial. Além disso, os elicitores agem aumentando a defesa da planta
contra patdgenos e auxiliam as plantas na superacao de estresses abidticos. Portanto, o
presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos fisioldgicos causados pelas di-
ferentes qualidades de luz nas malhas vermelha, azul e preta em comparagéo com o pleno
sol e a interacdo com a aplicacdo de acido salicilico no crescimento e desenvolvimento
da planta, bem como na producdo e composi¢do quimica do 6leo essencial. As plantas
foram cultivadas em quatro condi¢6es de radiacao (pleno sol, malhas preta, azul e verme-
Iha) e duas condi¢des de elicitacdo, com aspersdo de agua (controle) e com solugdo de
1mM de acido salicilico. Durante o experimento, foram realizadas medicdes quinzenais
da altura total das plantas para obter gréaficos de crescimento e verificar a interacdo da
radiacdo em seu desenvolvimento. Foram feitas duas aplicacdes do elicitor com intervalo
de 15 dias e, durante esse periodo foram feitas coletas com 24 e 48 horas apés cada apli-
cacdo para as atividades enzimaticas. Ao final do experimento, foram coletadas plantas
para a extracdo do dleo essencial e andlise de massa seca. A elicitagdo promoveu um
aumento no teor de Oleo essencial de Lavandula dentata em todos os tratamentos de ra-
diacéo, sendo mais efetivo em plantas que estavam cultivadas nas malhas coloridas. Em
sua composicdo quimica ocorreram aumentos na quantidade de 1,8-cineol e linalol
quando sob efeito do &cido salicilico. Ocorreram diferengas significativas nas alturas e
massas secas das plantas cultivadas nas malhas coloridas, principalmente quando compa-
ramos com as de pleno sol. Foi observado aumento da atividade das enzimas antioxidan-
tes catalase, superdxido dismutase e ascorbato peroxidase quando sob efeito de elicitacao,
0 que justifica o efeito do cido salicilico como um agente sinalizador de estresse e pro-
motor da defesa da planta.

Palavras-chave: Lavanda, acido salicilico, 6leo essencial, malhas coloridas, metabo-
lismo secundario.



ABSTRACT

Lavandula plants are known for their rich essential oil in volatile compounds with phyto-
therapeutic and aromatic properties, are used as essence for the manufacture of perfumes
and in folk medicine for the relief of respiratory tract disease symptoms. In Brazil, the
most adapted species to the climate is Lavandula dentata L. In some places in the South
and Southeast, there was an increase in its cultivation due to the gain in its production,
mainly in the sale of its essence and tourism attraction. Currently, the use of substances
that promote a positive modification in plant growth and productivity have been studied.
The elicitors are compounds that act by causing a simulation of attack in the plant, con-
ferring an increase in the activity of the secondary metabolism, which results in a greater
amount of the essential oil content. In addition, elicitors act by increasing plant defense
against pathogens and assist plants in overcoming abiotic stresses. Therefore, the present
work had as objective to investigate the physiological effects caused by the different light
qualities in the red, blue and black meshes in comparison to the full sun and the interaction
with the application of salicylic acid in the growth and development of the plant, as well
as in the production and chemical composition of the essential oil. The plants were culti-
vated in four conditions of radiation (full sun, black, blue and red meshes) and two con-
ditions of elicitation, with water spray (control) and with 1mM solution of salicylic acid.
During the experiment, biweekly measurements of total plant height were taken to obtain
growth charts and to verify the interaction of the radiation in its development. Two appli-
cations of the elicitor were carried out with a 15 day interval, during which time samples
were collected with 24 and 48 hours after each application to the enzymatic activities. At
the end of the experiment, plants were collected for essential oil extraction and dry mass
analysis. Elicitation promoted an increase in the essential oil content of Lavandula den-
tata in all radiation treatments, being more effective in plants that were cultivated in col-
ored meshes. In its chemical composition, there were increases in the amount of 1,8-cin-
eol and linalool when under the effect of salicylic acid. There were significant differences
in the height and dry mass of the plants grown in the colored meshes, especially when
compared to the full sun. It was observed an increase in the activity of antioxidant en-
zymes catalase, superoxide dismutase and ascorbate peroxidase when under the effect of
elicitation, which justifies the effect of salicylic acid as a stressing agent and promoter of
plant defense.

Keywords: lavandula, salicylic acid, essential oil, colored nets, secondary metabolism.



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt s et se sttt s s anens 7
2 REFERENCIAL TEORICO ..cucoiiririrrireiseiiseeiesisesissesssesssesssesssesssesssssssssssessseees 9
2.1 Caracterizacao da ESPECIE......c.ucvevierteeiere sttt sttt et s re et e b eaeenre e 9
2.2 Lavandula dentata L. € Seu 0180 €SSENCIAL .........ccooveverieirieirieiricieeeee e 10
2.3 Respostas fisioldgicas a radiaGao SOIAN ...........ccvevvevieeeriiieee e 13
2.4 Metabolismo seCUNArio € eliCItaC0 .......ccceeviruerieeerieerieee e 14
2.6 ACIAO SANICTIICO ....vovevevecececeeeee ettt 18
SMETODOLOGIA. ...ttt st see et st sbe st st e saessaesae e besanesaeens 20
TR o o= L0 = =T ol W o Lo USROS 20
3.2 ObteNGa0 dO MALEFIAL.......coueieieieieeiee et st eaeas 21
3.3 Descricao dos tratamentos e de eXPerimentacao .........ocevevvevveeeerenesesienieneeeeeeeenens 22
3.4 Aplicaco do ACIAO SAICIICO .......ccuevveeeeeeereeeee ettt 23
3.5 ANAlISES € CreSCIMENTO ....cueviniiiieieteiet ettt 23
3.6 Avaliagdes DIOQUIMICAS ....ccveveieieiieeeeriese e st 23
3.6.1 ANAlISES ENZIMALICAS. .....c.covevireeiiieiirteiereere ettt 23
3.6.2 SUPErOXidO DISIMULASE. ......cuerieuiieiirieiiieerie ettt sttt s 24
BiB.3 CALAIASE ...ttt ettt 24
3.6.4 ASCOrDALO PErOXIOASE. ....c.ecvieeuiieiiieiirieitete ettt 25

3.7 Extracao e analise do 01e0 €SSENCIAL..........ccevveieirieireseseee e 25
3.8 ANALISES ESTATISTICAS ....coviiivirierireriesissississ st 26
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..o seseesesessesesessessssssssssssssssssesens 26
v ANVE T ToF=To N [0l o gt o] 10 < o1 (o ST 26
4.1.1 INfIUENCIA dA FAAIAGAD .....ecveeieeieeeeeieeeeere ettt e e esee e 26
4.1.2 Influéncia do &Cid0 SAlICIIICO.......c.covieueiiiicircee e 28

4.2 Andlise do teor de 010 SSENCIAL ........c.coveirieuirieircirieee e 29
4.2.1 InflUéNCia da radiaCao ........cecvverierierieieeeeeeee et 29
4.2.2 Influéncia do &Cid0 SAlICIIICO.......c.covvueueiiicice e 31

4.3 Composicao quimica do 6180 €SSENCIAL .........c.ccveieieiiiiiseceeeeeee e 32
4.3.1 InfluéncCia da radiagao ........ccceeerererieieieieee et 32
4.3.2 Influéncia do &Cido SAHCIIICO.....c.coueiiieireicee e 33

4.4 ANALISES BIOQUITMICAS. ... ccveiueeeiieiieiieiestesiesie et et ste s e stesaesaesaeee e e esessessessesseneeneeneeseas 34
4.4.1 Sistema antioXidANTE .......c.coeoiriirieiiice e 34

5 CONCLUSAO.......ooveecreeereeeeteesessese s ssses s ssssessssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssasen 44

REFERENCIAS ..ottt sssssssssssssss st ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnees 45



1 INTRODUCAO

Atualmente, observa-se um aumento crescente na demanda mundial por produtos
derivados de plantas medicinais e aromaticas, seja com finalidade terapéutica, cosmética ou
agrondmica. Esse evento ocorre, tanto pelo aumento da popularidade dos produtos naturais,
mas também pela constante preocupagdo com a saude por parte da populacdo que, cada vez
mais busca por fontes relativamente seguras e saudaveis.

As plantas aromaticas possuem diversas propriedades que, na maioria das vezes,
substitui produtos quimicos na alimentacdo, como aromas e essencias naturais. Sua
produtividade vém sendo intensificada pelo aumento de seus usos. No Brasil existe uma grande
riqueza em plantas medicinais, entre essas, algumas pertencem a familia Lamiaceae, que séo
principalmente conhecidas pelo seu aroma. Além disso, a producéo de plantas aromaticas no
Brasil é adequada as regides com a economia baseada em minifandios, pois além de gerar uma
fonte de renda extra com a producéo de 6leo essencial, também pode ser utilizada como atracédo
agroturistica diversificando sua producéo.

Espécies aromaticas do género Lavandula sdo populares em todo mundo e sdo ampla-
mente utilizadas na extracdo do 6leo essencial. Esse produto, fruto do metabolismo secundério
possui diversas funcgdes fisioldgicas importantes para a planta e é peca chave na interacdo com
0 meio em que vive. Algumas espécies de lavanda produzem 6leos essenciais com larga utili-
zagdo na industria farmacéutica e alimenticia, também utilizada como repelente de insetos e no
tratamento de algumas doencas do trato respiratério e gastrointestinal, ja outras espécies sdo
utilizadas como plantas ornamentais e decorativas (KIM et al., 2002; DUDAREVA et al.,
2006).

Portanto, sabendo dos beneficios que os 6leos essenciais de Lavandula proporcionam,
estudos estdo tentando compreender o mecanismo produtivo e 0s agentes que interagem nesse
mecanismo, como por exemplo, existem substancias que, normalmente atuam como horménios
reguladores de crescimento, mas estéo sendo utilizadas em pequenas quantidades e atuam como
elicitores, os quais induzem uma maior atividade do metabolismo secundario, que é responsavel
pela producéo de compostos de defesa incluindo os 6leos essenciais. Estes compostos, denomi-
nados como elicitores ou eliciadores, atuam como sinalizadores em baixa concentragédo gerando
diversas mudangas metabdlicas e fisiologicas que, uma de suas caracteristicas, € 0 aumento na
producéo de 6leo essencial, isso ocorre com o uso de acido salicilico (AS) atuando como elicitor
em diversas espécies (KHALIL et al., 2018; GHASSEMI et al., 2017; NASIRI et al., 2018).



Em respeito a sua atividade de elicitor, o AS atua no crescimento e desenvolvimento da
planta e como mensageiro secundéario ativando de genes de defesa sob condi¢des de estresse
biotico e abidtico. Varios estudos tém demonstrado que a aplicacdo exdgena de AS pode au-
mentar crescimento e desenvolvimento de plantas, atuando em seus sistemas de sinalizacédo e
induzindo enzimas antioxidantes que atuam como sinalizadoras para a formagéo de compostos
de defesa, tanto em plantas medicinais e em espécies alimentares funcionais (KUMAR et al.,
2014; NAZAR et al., 2015; QADOS et al.,2015). AS induz a expressao de genes relacionados
para a producéo de algumas classes de metabolitos secundarios em plantas e ativa fenilalanina
amonia-liase (PAL), uma enzima chave no metabolismo secundario. Algumas pesquisas ja fo-
ram feitas com interagdes entre algumas espécies de plantas e 0 AS, como por exemplo no trigo
(Triticum aestivum L.). A aplicacdo foliar de AS em concentragdes tdo baixas como 0,001 mM
resultou em melhorias no parametro de crescimento (HAAS et al., 2015).

Sabendo das diferentes propriedades do AS e de sua melhoria na qualidade e produtivi-
dade de 6leo essencial, seria interessante conciliar essa tecnologia com outras ja pré-existentes,
principalmente utilizando insumos de baixo custo que ndo causam modificacdes na planta. O
controle e a uniformidade da luz podem resultar em aumento do crescimento, melhor planeja-
mento da producdo e maior controle de contaminacdo ou ataque de insetos, pois 0 controle
uniformiza o crescimento e a utilizacdo de estufas gera um féacil monitoramento de pragas e
doencas. No entanto, a existéncia de diferencas interespecificas no microambiente pode influ-
enciar a acumulacao e distribuicdo de fendis e flavonoides totais (RAHMAT et al., 2008). Fla-
vonoides e compostos fendlicos sdo importantes para as plantas e influenciam na producéo de
outros metabolitos, além de auxiliar na diminuigdo de danos causados pela luz UV e proteger
as plantas de espécies reativas de oxigénio. Estudos realizados com Kalanchoe pinnata Lam.
mostraram um aumento na producao, quando expostas a luz azul (NASCIMENTO et al., 2013).
Em Zingiber officinale Roscoe, altas irradiacdes causaram aumento na producao de flavonoi-
des, enquanto as baixas irradiacdes aumentaram a producdo de compostos fendlicos totais
(GHASEMZADEH et al, 2011). Em Piper aduncum L., observou-se um aumento significativo
na taxa de crescimento e na producdo de metabolitos secundérios quando expostas a luz azul
(PACHECO et al., 2014).

Portanto, esse trabalho tem como objetivo avaliar interacdo entre a condi¢do luminosa
e o efeito do &cido salicilico na promogéo e estimulo do crescimento e desenvolvimento das
plantas de lavanda, bem como avaliar as modificagdes quantitativas e qualitativas do 6leo es-

sencial.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracterizacao da espécie

O género Lavadula, pertencente a familia Lamiaceae contempla diversos géneros e mais
de 350 espécies que estao inseridas nas mais variadas regides do Brasil (LORENZI et al., 2008).
As lavandas sao conhecidas por serem espécies aromaticas, medicinais produtoras de 6leos vo-
lateis e outros compostos fitoquimicos, além de possuir espécies com usos ornamental e paisa-
gistico (MSAADA et al., 2012). Sdo nativas das regides do Mediterraneo, Peninsula Arabica,
das Ilhas Canarias e india, 0 género Lavandula compreende 39 espécies identificadas até hoje,
possuem também diversas variedades de hibridos denominados lavandins, e cerca de 400 cul-
tivares registradas (GUITTON, 2012). Em sua maioria, possuem propriedades aromaticas e
medicinais e sdo cultivadas, principalmente, em regides de clima temperado e tropical. Entre
0s principais paises produtores estdo a Franca, a Bulgaria, o Reino Unido e a Espanha, existe
também um aumento significativo na producdo em paises do Saara africano, na Arébia e na
india (HANAMANTHAGOUDA et al., 2012).

As lavandas, em sua maioria, sdo perenes, subarbustivas, apresentam haste lenhosa, bas-
tante ramificadas na base e com folhas e inflorescéncias de aroma caracteristico. As principais
diferengas podem ser vistas em seu habito de crescimento, alguns caracteres morfolégicos que
incluem o formato da folha, nimero e coloracdo das flores que varia de tons de violeta, azul,
lilas e branco e ainda 6leos essenciais (LIS-BALCHIN, 2002). Além disso, as espécies ainda
podem apresentar diferencas significativas no contetdo e na composicao dos 6leos em fungédo
de diversas condigdes ambientais e da regido onde estdo inseridas (GOBBO-NETTO et al.,
2007; LAWRENCE, 1993; RAHMAT et al., 2008).

A substancia mais valiosa isolada da lavanda é o 6leo essencial, encontrado nas glandu-
las oleosas localizadas na superficie do calice, nos sulcos entre os cabelos finos. O 6leo essen-
cial esta presente em quantidades de 2% a 3%. E obtido por hidrodestilacdo ou destilacio a
vapor. E amarelo e tem um intenso aroma de lavanda floral herbal com uma delicada sugestéo
de fruta e madeira. (HASSIOTIS et al., 2014). S&o misturas complexas e contém em torno de
20-100 constituintes quimicos presentes nas diversas variedades e em diferentes concentragdes.

Embora cada espécie contenha seu perfil caracteristico, existe um predominio de monoterpenos,
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seguidos por sesquiterpenos. Entre 0s monoterpenos encontrados com maior frequéncia em la-
vandas, estdo o linalol, acetato de linalol, borneol, céanfora, e 1,8-cineol (UPSON et al., 2004;
SMIGIELSKI et al, 2013).

De acordo com a qualidade de seus 6leos volateis, podem assumir diversas fungdes nos
setores industriais. Oleos que possuem um elevado teor de linalol e acetato de linalina, associ-
ados com um baixo teor de canfora sdo considerados de alta qualidade, e, portanto, séo utiliza-
dos em produtos de perfumaria e cosméticos (SMIGIELSKI et al, 2013). J& os que sdo aplicados
na medicina popular, possuem maiores teores de canfora e 1,8-cineol, e s&0 comumente empre-
gados como inalantes para sintomas de doencas respiratorias (THEIS et al., 1995). Os principais
efeitos terapéuticos conhecidos da lavanda sdo como sedativo, antioxidante, antimicrobiano,
analgésico e anticonvulsivante (SUDRIA et al., 1999; KASHANI et al., 2011; SIENKIEWICZ
etal., 2011; KOVATCHEVA et al, 2001), também como aromatizante de alimentos e bebidas
(BOMBARDA etal., 2008; DA PORTO et al., 2009), na aromaterapia como relaxante muscular
(BRADLEY et al., 2007; SOLTANI et al, 2013). Outros usos, na agricultura ecologica, como
inseticida, herbicida, e no preenchimento de areas com solos danificados por erosdo e/ou fogo
(CONTI et al. 2010; GONZALEZ-COLOMA et al., 2011; MENGUAL et al., 2014; BOUA-
YAD etal., 2013).

2.2 Lavandula dentata L. e seu 6leo essencial

A Lavandula dentata L. conhecida também como Alfazema ou lavanda “French” é uma
espécie nativa da regifo do Mediterraneo, das ilhas do Atlantico e da Peninsula Arabe (BOWN,
2005). Atualmente, é cultivada em diversos paises do Mediterraneo, Europa, Norte da Africa e
india. Possui caracteristicas bastante visiveis e distintas de outras lavandas (Figura 1). S&o su-
barbustos lenhosos e perenes, bem ramificados na base, crescem em média de 30 a 70 cm de
altura. As folhas séo lineares, opostas, com tamanho entre 1 a 10cm no maximo, com bordos
serrilhados, as folhas e caules apresentam coloracdo verde a verde acinzentado nas partes mais
préximas ao apice e as inflorescéncias possuem bracteas florais que, geralmente, sdo estéreis.
S&o encontradas em racemos terminais e apresentam uma coloragdo em tons de violeta ou lilas
com tamanhos de 5 a 10mm. Ja as flores férteis, apesar de possuir a mesma forma das bracteas
estéreis possuem uma coloracdo marrom-esverdeada a violeta (LORENZI et al., 2002; CLE-
MENTE et al., 2013).
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Figura 1 - Fotos detalhadas de Lavandula dentata L. (1) Detalhes da planta inteira e (2) detalhe da in-
florescéncia.

Fonte: Do autor

A Alfazema é uma planta altamente adaptada a diferentes condicdes edafoclimaticas.
Quando bem adaptadas, conseguem suportar invernos rigorosos e verdes quentes, crescendo
naturalmente em regides montanhosas, aridas e em terrenos rochosos (CHU et al., 2001). Em
sua producao, torna-se necessario o bom trato cultural para se ter um étimo aproveitamento de
sua produtividade, no caso da lavanda é de suma importancia a manutengdo de um solo bem
drenado e uma boa iluminacdo. Em sistemas de cultivo destinados a producéo em escala indus-
trial de obtencdo de dleo essencial, no hemisfério norte, a colheita é realizada nos meses do
verdo, de julho a setembro, e, geralmente, feita quando a maior parte das plantas esta em plena
floracdo. Quanto a0 manejo da poda recomenda-se retirar em torno de um terco a 50% da parte
aérea da planta (BUSTAMANTE et al., 1996; ADAM et al., 2006).

No Brasil, apesar da L. dentata ser uma espécie exatica, apresentou em varias regides
uma boa adaptagdo demonstrada por uma boa produtividade, como no caso das regides de
Monte Verde (MG) e Cunha (SP) onde é cultivada, principalmente, para a produgéo de 6leos
essenciais, porém nesses locais também é explorado o lado agroturistico, com visitas técnicas
e turisticas, aluguel do espaco para eventos e com a venda de produtos de fabricacao propria, 0
que acaba gerando uma renda alternativa ao produtor.
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O perfil fitoquimico do 6leo essencial pode apresentar algo em torno de 100 substéancias,
dentre os principais constituintes encontrados estdo os monoterpenos oxigenados, sendo eles:
1,8-cineol, canfora, fenchona, fenchol e linalol, seguido dos monoterpenos hidrocarbonados: o-
pineno, B-pineno e limoneno, os sesquiterpenos oxigenados e sesquiterpenos hidrocarbonados
(DOB et al., 2005). Os compostos majoritarios encontrados nesta espécie de lavanda, como o
1,8-cineol e a canfora, conferem propriedades medicinais e terapéuticas com acdo antiespas-
modica, antifungica e antimicrobiana (CAVANAGH et al., 2002; IMELOUANE et al., 2009),
bem como antiinflamatorias e analgésicas (HAJHASHEMI et al., 2003; PEANA et al., 2002),
e ainda como repelente e inseticida (YUSUFOGLU et al., 2004).

Diversos estudos realizados mostram que o 6leo essencial de Lavandula dentata L. apre-
senta elevada variabilidade na composicao quimica e no teor dos constituintes majoritarios de
acordo, principalmente, com o local em que est4 sendo produzido e como esta sendo feito o
cultivo. Em Marrocos, os compostos identificados como principais constituintes foram a can-
fora (50-72%), borneol (47%) e 1,8-cineol (12-32%). Enguanto que, em amostras provenientes
da Espanha, foram identificados os compostos 1,8-cineol (39-67%), B-pineno (27-42%), por a-
pineno (9,6-13,2%), trans- pinocarveol (5,8-9,8%) e linalol (2-10%). Também, observou-se que
em amostras oriundas de regides da Argélia proximas a Espanha continham um perfil fitoqui-
mico semelhante, 0 mesmo ocorreu com regides proximas de Marrocos (BOUSMAHA et al.,
2006). Estudos com as mesmas espécies na Tunisia, mostraram um perfil com 1,8-cineol
(33,54%), canfora (18,89%) e L-fenchone (8,36%) nos 6leos obtidos das folhas e de teores com
19,85%, 23,33% e 7,13% nos 6leos obtidos de inflorescéncias, respectivamente (TOAUTI et
al., 2011).

No Brasil, foram encontados teores um pouco diferentes quando comparamos com 0s
dados acima, onde dos constituintes presentes no 6leo essencial das folhas nos diferentes esta-
dios de desenvolvimento sdo 1,8-cineol (17,9% a 22,1%), canfora (17,2% a 22,8%), L-fenchona
(12,1% a 14,3%) e a-fenchol (8,3% a 14,3%). Nas inflorescéncias houve um resultado seme-
Ihante as folhas, onde sdo 1,8-cineol (21,9% a 27%), canfora (15,1% a 20,9%), L-fenchona
(11% a 12,9%) e a-fenchol (5,6% a 6,4%) (MASETTO et al., 2013). Considerando que 0s
constituintes 1,8- cineol e canfora conferem ao 6leo essencial de L. dentata propriedades medi-
cinais devido a acdo antiflngica e bactericida, respectivamente, o 6leo essencial pode ser ex-

traido a partir de inflorescéncias e folhas em conjunto (parte aerea).
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2.3 Respostas fisioldgicas a radiacao solar

A radiacdo solar € a principal fonte de energia para a Terra, sendo um dos principais
fatores responsaveis pela manutencdo da vida, a radiacdo age diretamente no crescimento e no
desenvolvimento das plantas. Ao incidir sobre a superficie foliar, a radiacdo solar pode se com-
portar de trés formas distintas: ser refletida, transmitida ou absorvida. Neste ultimo caso, a luz
é interceptada por uma complexa estrutura de coleta de luz formada por fotorreceptores, cloro-
filas e pigmentos acessorios, e transformada em energia quimica que sera utilizada para reduzir
o didxido de carbono presente no ambiente em biomoléculas essenciais para desenvolvimento
da planta (TAIZ; ZEIGER, 2013). Todavia, a radiagdo solar pode apresentar niveis energéticos
elevados, até mesmo maiores do que alguns tipos de plantas podem suportar. Esses niveis cau-
sam danos a maquinaria fotossintética, inibem o crescimento e, consequentemente, provocam
ajustes bioquimicos no vegetal tentando minimizar esses danos (FROHNMEYER et al., 2005).

No sentido de minimizar os danos por altos niveis de irradiacdo, tem-se utilizado telas
ou malhas reflexivas com capacidade de minimizar sua intensidade, além de selecionar com-
primentos de ondas especificos, modulando a qualidade da luz, gerando melhorias na atividade
fotossintética e elevando teores de metabdlitos secundarios, dentre outros (PACHECO et al.,
2014; CORREA et al., 2012; CHAGAS et al., 2013; SOUZA et al., 2014).

As malhas de sombreamento interferem na quantidade e qualidade da radiagéo solar
transmitida, determinando modifica¢cfes Opticas de dispersdo de luz e refletancia. O espectro da
rede de malha azul mostra um pico de transmissao principal na regido azul-verde (400-540 nm),
enquanto a rede de malha vermelha tem maior transmitancia em comprimentos de onda
superiores a 590 nm (OREN-SHAMIR et al., 2001). Em experimentos utilizando malhas de
sombreamento colorido, Souza et al. (2011) observaram que condic@es de qualidade da radiacédo
podem mostrar diferentes respostas morfofisioldgicas desejaveis e maximizar a producdo de
principios ativos. Em orégano (Origamum vulgare), a quantidade e a qualidade da radiacao
solar influenciou diretamente na producédo do 6leo essencial e, por meio da modulacao da luz
foi possivel aumentar certos niveis de compostos que potencializaram o seu 6leo essencial
(CORREA et al., 2012).

Em patchouli (Pogostemon cablin), observou-se um aumento na biomassa, em decor-

réncia do aumento no numero de folhas, brotos, area foliar e ramos, quando cultivadas sob
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malha vermelha. Além disso, houve um maior rendimento de dleo essencial nas folhas de plan-
tas que foram cultivadas em malhas de cores vermelha e azul. O dleo essencial das plantas
cultivadas sob rede vermelha apresentou a maior porcentagem relativa de patchoulol (66,84%),
que é o componente de maior interesse (RIBEIRO et al., 2018). Em pepino (Cucumis sati-
vus L.), todas as redes aumentaram as respostas fotossintéticas: transpiracdo, condutancia
estomatica e assimilacdo de CO2, qundo em comparagdo com plantas cultivadas sob malha
negra (sombrite) (TAFOYA et al., 2018). Em pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC.), as
malhas azul e vermelha influenciaram diretamente no crescimento da planta e, também,

apresentaram uma melhor producédo de pigmentos fotossintéticos (LIMA et al., 2017).

2.4 Metabolismo secundario e elicitacao

As plantas possuem dois tipos de metabolismo: o primario e o secundario. No primario
sdo produzidas substancias como lipideos, proteinas, carboidratos, aminoacidos e &cidos nu-
cléicos, e estdo diretamente relacionadas ao crescimento e desenvolvimento da planta. No me-
tabolismo secundario sdo produzidos compostos organicos que parecem nao ter funcédo direta
nos processos fundamentais do desenvolvimento vegetal, porém possuem elevada importancia
para a planta (SEIGLER, 2012).

O metabolismo secundario origina compostos que desempenham um papel importante
na interacao das plantas com o meio ambiente. Um dos principais componentes do meio externo
cuja interacdo é mediada por compostos do metabolismo secundario sdo os fatores bidticos.
Desse modo, 0s metabdlitos secundarios possuem um papel contra a herbivora, ataque de pato-
genos, competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos como polinizadores, disper-

sores de semente e microrganismos simbiontes (DUDAREVA et al., 2006).

Produtos do metabolismo secundario sdo caracterizados por uma enorme diversidade de
fitogquimicos de baixo peso molecular, com estruturas complexas e Gnicas, onde cada planta tem
seu proprio conjunto especifico de metabdlitos secundarios e podem apresentar alta toxidade.
Sua concentracéo é considerada muito baixa (em torno de 1% do peso seco) nos tecidos vegetais
podendo variar o que depende do estado fisioldgico e de desenvolvimento que a planta se en-
contra. E sua producdo também é constantemente afetada por condic¢des bioticas e abioticas de
estresse ou interacdo entre ambas (OKSMAN-CALDENTEY et al., 2004). O aumento da pro-

ducdo de metabdlitos secundarios torna-se viavel e, atualmente estudos tém sido feitos com
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substancias que a prépria planta produz em pequenas quantidades e, geralmente sdo considera-
dos fitohormonios e reguladores de crescimento, quando utilizados exdgenamente sdo chama-

dos de elicitores ou eliciadores.

Um elicitor pode ser definido como uma substancia que, quando introduzida em
pequenas concentracdes a um sistema celular vivo, inicia ou melhora a biossintese de
compostos especificos. A elicitacdo é a biossintese induzida ou aumentada de metabolitos
devido a adicao de vestigios de elicitores (RADMAN et al., 2003). Quando aplicados em doses
baixas, os elicitores podem simular ataques de insetos ou patégenos ocasionando num aumento
da atividade do metabolismo secundario. Portanto, a aplicacdo de elicitores para a promocao
do metabolismo secundario, bem como o aumento da produtividade dos metabolitos vem sendo
amplamente estudada e utilizada (ESTRADA et al., 2016).

A percepcao de um elicitor pelo seu receptor geralmente ocorre por meio de eventos,
tais como: a fosforilacdo e desfosforilacdo da membrana plasmaética e proteinas citosolicas, flu-
X0s i0nicos, a despolarizacdo da membrana plasmatica, a alcalinizacdo extracelular e a acidifi-
cacdo citoplasmatica (GARCIA-BRUGGER et al., 2006). Esses eventos ocorrem entre 0s pri-
meiros minutos e poucas horas apds a percepcdo do indutor e medeiam a ativacdo subse-
quente das respostas em sequéncia. Na imagem a baixo podemos ver um esquema simplificado
ilustrando os possiveis eventos que ligam a percepc¢do do desencadeador a ativacao ou expres-

sdo de enzimas envolvidas no metabolismo secundario (Figura 2).

Figura 2. Esquema de eventos na percepc¢do de elicitores e suas consequéncias.
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Um dos primeiros eventos associados a percepcao eliciadora € a ativacdo de proteinas
G triméricas, que por sua vez ativam fosfolipases, que podem liberar mensageiros secundarios
que ativam respostas sequenciais. Entre estas, uma das mais importantes € 0 aumento transitério
da concentracdo calcio intracelular (Ca2), mediada pela ativacdo de canais na membrana plas-
matica e nas membranas internas, como o reticulo endoplasmatico (ER). Ca2 pode ativar direta
ou indiretamente, através da ligacdo com a calmodulina (CaM) ou com as proteinas-alvo de-
pendentes de quinases de Ca2 (CDP), tais como NADPH oxidases, que sdo responsaveis pela
explosdo oxidativa, ou com a proteina posterior a quinases (PK). A percepc¢ao do elicitor tam-
bém ativa os canais da membrana plasmética (K+ / H+), como consequéncia da despolarizacéo
da membrana plasmatica. Fluxos idnicos sdo responsaveis por uma acidificacdo transitoria do
citoplasma, que pode atuar como um sinal para a produgdo de metabdlitos secundarios. Os eli-
ciadores também ativam cascatas de PK ativadas por mitdgeno (MAPK), onde fatores de trans-
cri¢do de fosforilato (TF) atuam regulando a expresséo de genes que codificam enzimas envol-
vidas na biossintese de metabdlitos secundarios especificos ou de sinais secundarios (FERRARI
et al., 2010). A ativacdo de NADPH oxidases e peroxidases apoplasticas leva a um acumulo

massivo, porém transitorio de espécies reativas de oxigénio (EROS), que, juntamente com
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a producdo de moléculas sinalizadoras especificas de defesa, tais como etileno (ET), &cido sa-
licilico (SA) e jasmonato (JA), podem contribuir para induzir respostas de defesa, incluindo a
producdo de metabdlitos secundarios (BOLWELL et al., 2002).

No entanto, os elementos de uma via de transducéo podem ser diferencialmente ativados
em resposta a diferentes elicitores. Além disso, ocorre uma extensa comunicacgao entre 0s com-
ponentes das diferentes vias de sinalizacdo, levando a diferentes tipos de respostas ao trata-
mento com diferentes tipos de estimulos bioticos e abioticos. Uma via especifica de transducao
do eliciador pode usar uma combinacdo ou uma sequéncia de combinacdes parciais de tais

eventos, que podem diferir em cinética e intensidade dependendo do estimulo.

A fosforilacéo reversivel de proteinas alvo por proteinas quinases e fosfatases € um me-
canismo universal que regula as funcdes celulares em todos os eucariotos (NUHSE et al., 2003).
A fosforilagdo de proteinas pode ativar diretamente as enzimas biossintéticas do metabo-
lismo secundario por modificacdo p6s-traducdo, ou participar de cascatas de sinalizacao, resul-
tando no aumento da expressdo dos genes correspondentes. As PKs ativadas apds a elicitacdo,
provavelmente, representam elementos de vias de sinalizacdo a montante da expresséo de ati-
vidades biossintéticas. Em particular, a proteina quinase ativada por mitégeno vegetal (MAPK)
medeiam a ativacdo de respostas comuns em cascata ap6s a percepcao do patdgeno e elicitores
derivados de patdgenos (ASAI et al., 2002). As MAPKSs mais extensamente caracterizadas en-
volvidas na defesa de plantas sdo a proteina quinase induzida por SA (SIPK) e a proteina qui-

nase induzida por ferimentos.

Diversos estudos vém demonstrando a eficiéncia de elicitores na producdo de metabo-
litos secundarios, porém pouco se sabe sobre seus mecanismos e rotas bioquimicas. Até mesmo
a interacdo de elicitores com genes € um campo desconhecido e prospero para pesquisas futuras.
Ainda nos falta compreender alguns parametros que, futuramente, poderdo nos dar respostas
significativas no decréscimo do uso de fitoquimicos e substancias nocivas ao meio induzindo a
prépria defesa da planta, tais como o melhor elicitor a ser utilizado em determinada cultura para
promover melhores resultados, as concentracdes que devem ser aplicadas para ter sua melhor
eficiéncia, o correto estadio de desenvolvimento da planta para sua aplicacao, tal como o tempo

de exposicdo e método de aplicacéo.



18

2.6 Acido Salicilico

O 4cido salicilico (AS) é um metabolito secundario produzido por uma vasta gama de
organismos procariéticos e eucaridticos, incluindo plantas. Quimicamente, pertence a um grupo
de compostos fendlicos definidos como substancias que possuem um anel aromatico junto a um
grupo hidroxila ou o seu derivado funcional. E sintetizado via do isocorismato (IC) e/ou via
PAL (Figura 3), porém nenhumas das rotas hoje conhecidas sdo completamente compreendidas,
sabe-se que as duas rotas necessitam do composto corismato (KLESSIG et al., 2017). Na via da
PAL, a enzima PAL converte a fenilalanina em &cido transcindmico (t-CA) e, dependendo da
espécie da planta, o t-CA pode ser convertido em &cido benzoico ou em acido orto-cumarico
originando o AS ao final da via. Ja a via do Isocorismato parece ser um processo analogo ao de
algumas bactérias que se utilizam de uma rota muito semelhante para a obtencdo do AS (WIL-
DERMUTH et al., 2001).

Figura 3 — Sintese do Acido Salicilico em plantas
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Fonte: Klessig et al., 2017.

Foi reconhecido como hormonio vegetal, devido sua regulacéo termogénica nas es-

truturas reprodutivas e de algumas flores de certas angiospermas (RASKIN, 1992; VLOT etal.,
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2009). AS estimula a termogénese principalmente induzindo a expressao da oxidase alternativa,
que por sua vez aumenta a capacidade da via respiratoria alternativa mitocondrial. Este cami-
nho, ao contrario a via respiratoria do citocromo, produz ATP em apenas um passo e a energia
potencial restante € liberada como calor. Curiosamente, 0 AS também regula a expressao alter-
nativa da oxidase e /ou respiracdo alternativa em espécies de plantas ndo termogeénicas, inclu-
indo Arabidopsis (CLIFTON et al., 2005) e tabaco (NORMAN et al., 2004).

Com respeito a sua atividade de elicitor, AS atua no crescimento e desenvolvimento
da planta e atua como mensageiro secundario para a ativacao de genes de defesa sob condicdes
de estresse bidtico e abidtico. Varios estudos tém demonstrado que a aplicacdo exdgena de AS
pode aumentar crescimento e desenvolvimento de plantas, atuando em seus sistemas de sinali-
zacdo e induzindo enzimas para catalisar a formacdo de compostos de defesa, tanto em plantas
medicinais e em espécies alimentares funcionais (GORNI et al., 2016). Por exemplo, AS induz
a expressdo de genes relacionados para a producdo de algumas classes de metabolitos secunda-
rios em plantas e ativa fenilalanina amonia-liase (PAL), uma enzima chave entre o metabolismo
primario e o secundario (DURRANT et al., 2004). Algumas pesquisas ja foram feitas com in-
teracOes entre algumas espécies de plantas e 0 AS, como por exemplo na mostarda (Brassica
juncea L.). A aplicacdo foliar de AS em concentracdes téo baixas como 0,5 mM resultou em
melhorias no parametro de crescimento sob estresse (NAZAR et al., 2015).

O AS também promove uma melhoria significativa na defesa da planta contra agentes
externos, principalmente em agentes biotréficos e hemi-biotroficos, ja para agentes necrotréfi-
cos 0 acido jasménico e o etileno conferem essa defesa (GLAZEBROOK et al., 2005). Estudos
recentes comprovam que o AS juntamente com o fungo Thricoderma spp. promoveu uma maior
resisténcia sistémica contra o nematoide M. Incognita (MARTINEZ-MEDINA et al., 2016).
Em tomate, 0 AS promoveu um aumento na resisténcia contra Fusarium oxysporium, onde o
acido foi aplicado tanto via foliar como nas raizes (200 uM), tendo um efeito benéfico no AS
enddgeno da planta, onde ocorreu um aumento significativo em seu nivel. (MANDAL et al.,
2009).

Em casos de ataques de insetos, 0 AS tem demonstrado, em recentes estudos, grande
eficiéncia na melhoria da defesa indireta da planta por meio da emissdo de substancias volateis
(PATT etal., 2018; SHI et al., 2016; DE BOER et al., 2004; MAFFEI et al., 2007; DIEZEL et
al., 2009). Primeiramente, 0 AS pode ser modificado diretamente para sua forma bioativa Metil
Salicilato (MeSA), que ¢é a forma mais eficiente na inducao da resisténcia sistémica adquirida
quando comparado ao AS (PARK et al., 2007). Niveis elevados de MeSA e seu poder de atracdo

de insetos benéficos e predadores naturais de herbivoros tem sido observado em plantas com



20

intuido de combater a herbivoria (HOWE et al., 2008; LORTZING et al., 2018; OZAWA et al.,
2000), como podemos ver em plantas de uva na atracao de insetos benéficos (JAMES et al.,
2004); em plantas de ltpulo na atracédo de crisopideos (JAMES et al., 2003); e plantas de soja
em resposta a infestacdo de certas espécies de afideos (MALLINGER et al., 2011). Folhas de
alamo tratadas com exposi¢do ao MeSA apresentaram uma inducdo de expressdo génica de
defesa e, por consequéncia, ocorreu um aumento da emisséo de compostos volateis (ARIMURA
et al., 2004). Plantas de feijao-lima tratadas com MeSA também exibiram elevada emissao de
monoterpenos, que sdo capazes de atrair acaros predadores de espécies forrageiras (OZAWA
et al., 2000; HEIL et al., 2008).

Além das fungdes do AS atuando como promotor da melhoria na resisténcia da planta
contra ataques externos, temos também sua atuacdo na resisténcia a algumas condi¢des de
extresse. O AS pode melhorar diminuir o dano causado pelo extresse salino (CSISZAR et al.,
2018; GHARBI et al., 2018; ANAYA et al., 2018), metais pesados (KOHLI et al., 2017,
ALAMRI et al., 2018), seca (SHARMA et al., 2017; NOREEN et al., 2017), calor (NAZAR et
al., 2017; WANG et al., 2017). Portanto, ainda existem muitos campos que devem ser trabalha-
dos para uma melhor compreensdo da interacdo do AS e outros compostos com a planta, para
que sejam desenvolvidas novas tecnologias com elevado potencial de substituicdo ou aprimo-

ramento de técnicas atuais tdo prejudiciais ao meio.

3 METODOLOGIA

3.1 Local de execucgao

O experimento foi conduzido na area experimental do Setor de Floricultura e Paisa-
gismo do Departamento de Agronomia (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Lavras - MG, entre os meses de dezembro/2017 a julho/2018. A &rea encontra-se localizada
entre as coordenadas 21° 14’ S, 45°00° W e uma altitude de 918 metros. Foram utilizadas ins-
talacbes com trés condi¢des luminosas, mais precisamente, em coberturas com telas fotocon-
versoras de coloracdo azul, vermelha e preta (sombrite 30% de retencéo de radiagao) e um outro
tratamento controle a pleno sol. As seguintes variaveis climaticas foram monitoradas nos meses
de experimentacéo: temperatura maxima, minima e média (°C), umidade relativa (%), insolacéo

média diaria (h) e precipitacdo total (mm) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Varidveis meteoroldgicas registradas no periodo de dezembro de 2017 a julho de
2018 na UFLA/Lavras — MG. Médias de temperatura maxima (Tmax), minima
(Tmin) e média (Tmed) em °C, umidade relativa (UR) em %, insolacdo (Insol) em
horas e precipitacdo total (PrecT) em mm.

Tmax(°®C) Tmin (°C) Tmed (°C) UR (%) Insol (h) PrecT (mm)

Dez/17 28,97 18,42 22,80 74,11 5,80 235,8
Jan/18 29,38 18,81 23,01 74,16 5,79 240,2
Fev/18 28,60 18,67 22,72 74,50 5,50 85,5
Mar/18 30,40 18,96 23,64 73,01 7,57 59,4
Abr/18 27,58 16,59 21,11 69,84 7,19 3,2
Mai/18 26,15 13,63 18,81 66,16 8,10 10,3
Jun/18 25,40 13,88 18,54 71,83 6,42 19,9
Jul/18 26,16 11,73 17,95 62,32 8,25 0,2

Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET)

3.2 Obtencédo do material

Mudas de Lavandula angustifolia homogéneas foram obtidas por meio da multiplicacéo
vegetativa. As estacas foram coletadas pela parte da manha para evitar o desgaste térmico e o
material foi transportado em sacos plasticos para evitar o ressecamento. As estacas foram reti-
radas de ramos do ter¢co médio da planta com, aproximadamente, 15 cm de comprimento (me-
didos da base para o apice). Posteriormente, foram retiradas as folhas e enterradas na profundi-
dade de 5 cm no tubete com substrato. Para o plantio, foram utilizados tubetes de polipropileno
com capacidade de 195 cm3, contendo substrato Tropstrato HT ®. As mudas foram mantidas
em sombrite e irrigadas diariamente. Durante a conducdo do experimento, ndo houve a neces-
sidade de controle de pragas e doencas. Apos 60 dias do enraizamento das estacas, as mudas
passaram por um periodo de aclimatizagdo de um més em estufa de sombrite preta com 70% de

sombreamento e foram transplantadas para vasos plasticos de 8L.
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3.3 Descricdo dos tratamentos e de experimentagao

O experimento possuiu quatro ambientes diferentes de luminosidade, sendo um a pleno
sol (controle), e trés tipos de malhas: preta (sombrite), malhas fotoconversoras tipo Chromati-
Net® com filtros vermelho e azul, todas as telas possuiam 30% de sombreamento. As radiacdes
de cada tratamento foram medidas com auxilio de um Piranémetro [Max. 3 000 W/m2 — Li-
Cor Li-200SZ] nos dias 22 e 23 de maio de 2018 em dois momentos diferentes, as 9 e as 14
horas, ambos os dias estavam ensolarados. A radiacdo solar foi utilizada como base para as
medicdes e 0s resultados obtidos foram utilizados para obter as diferencas do total de radiacéo
para a planta em cada tratamento.

Duas mudas foram cultivadas em cada vaso com capacidade para 8 L de substrato cons-
tituido por uma mistura de terra estéril, substrato para plantas Tropstrato HT
® e areia lavada, na proporcao de 1:1:1. Os valores encontrados na analise do solo foram os
seguintes: pH 5,0, P: 1,26 mg/dm, K: 14,77 mg/dm, Ca: 1,52 cmol/dm™, Mg: 0,33 cmol/dm
3, Al: 0,10 cmol/dm™3, H+Al: 2,93 cmol/dm, V: 69,29%, matéria organica: 1.23 dag kg™

No experimento foram utilizados 160 vasos, sendo 40 vasos com duas plantas para cada
tratamento, totalizando-se 320 plantas de lavanda. Para efeitos de casualidade, em todos os
tratamentos foram realizados rodizios aleatorios entre vasos a cada 15 dias, minimizando as
possiveis interferéncias na radiacdo recebida por cada planta. Além disso, foram realizadas ir-
rigacBes manuais a cada dois dias, exceto em dias chuvosos, e limpezas periddicas para manter
o local limpo e sem interferéncia das possiveis plantas daninhas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em um es-
guema fatorial 4x2, sendo que foram um total de oito tratamentos com repeticdes variaveis: 4
tratamentos de radiacdo (pleno sol, sombrite, telas fotoconv. Azul e Vermelha) e 2 tratamentos
quimicos (com e sem &cido salicilico). Para as andlises de 6leo essencial foram coletadas 10
repeticGes em cada tratamento. As analises de crescimento foram realizadas durante o experi-
mento e ao final do experimento, sendo que foram coletadas 5 plantas em cada tratamento, ao
final do experimento, para realizar analises destrutivas, como peso seco de parte area e raiz. Ja
para as analises enzimaticas foram considerados os dois tratamentos de elicitacdo para cada
tratamento de radiacéo, totalizando oito tratamentos e 5 repeticbes com dois tempos de avalia-

~

céo.
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3.4 Aplicacéo do Acido Salicilico

A elicitacdo foi feita ap0s seis meses de crescimento da planta, onde o AS foi aplicado
por duas vezes consecutivas durante o periodo da manha, com a primeira aplicagdo em 195 dias
apos o plantio e a segunda com 210 dias. A concentracdo de 1,00 mM de AS foi estabelecida
de acordo com estudos realizados previamente. A solucédo foi preparada dissolvendo o sal em
agua destilada utilizando um agitador magnético e aplicada nas partes aéreas da plantas com
pulverizador manual num volume de 30 mL por planta. Para melhor absorcdo foliar foi
adicionado 6leo mineral tensioativo de 0,5 mL.L-1). As plantas de controle receberam apenas
agua destilada (1000 mL) misturada com o tensioativo (0,5 mL). Para evitar a deriva e interacdo
entre plantas, o espaco foi separado por pléstico preto ao meio em cada tratamento, durante

todo o experimento.

3.5 Andlises de crescimento

Antes da aplicacdo de AS, foram realizadas seis analises a cada més de medidas biomé-
tricas (crescimento), recolhendo dados de altura da planta com auxilio de uma fita métrica, onde
foi medido a altura da base da planta junto ao solo como ponto de partida até o final do ramo
principal. Ao final do experimento com a elicitacdo ja feita, foram coletadas 10 plantas em
cada tratamento e, com auxilio de fita métrica com precisdo de 1 mm, paquimetro digital com
precisdo de 0,01 mm, estufa de circulacdo forcada e balanca digital foram obtidos dados de
altura da parte aérea (APA) e comprimento da raiz (CR) e as massas secas da parte aérea e raiz
(MSPA e MSR), sendo também calculada a razdo parte aérea/raiz (PA/R). Os dados de massa
seca foram obtidos a partir de amostras secas em estufa de circulacdo forcada a 65°C até atingir

massa constante. Em seguida, as amostras foram pesadas em balanca digital.

3.6 AvaliagGes bioquimicas
3.6.1 Analises enzimaticas

As coletas para as analises enzimaticas foram feitas por volta das 10 horas da manha em
quatro etapas, sendo a primeira coleta ap6s 24 horas da primeira aplicagéo e a segunda apos 48
horas. Na segunda aplicacéo, apos 15 dias da primeira, também foram feitas duas coletas apos
24 horas e 48 horas da segunda aplicagdo. Foram coletados ramos do terco medio de cinco
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plantas aleatdrias em cada tratamento em quantidade suficiente paras as analises e, em seguida,
foram armazenadas em sacos feitos de papel aluminio com identificagdo e armazenados em
caixa de isopor contendo nitrogénio liquido para melhor conservagdo. Apds o termino das co-
letas, as amostras foram armazenadas em freezer a -80°C.

As atividades das enzimas do sistema antioxidantes como a Catalase (CAT) e Supero-
xido Dismutase (SOD) foram avaliadas. Para a obtencao do extrato enzimético bruto para quan-
tificacdo das enzimas citadas foram pesados 200mg de material fresco e macerados com nitro-
génio liquido e antioxidante PVPP (polivinilpolipirrolidona). Foi preparado um mix contendo
fosfato de potéassio 100mM, EDTA 0,1 mM e &cido ascorbico 10mM e &gua destilada. Apos a
preparacdo do mix, 1500 uL da solugdo foi colocada em cada microtibulo e, em seguida, cen-
trifugado a 13.000 g por 10 min a 4 °C, apos foi coletado o sobrenadante e armazenado em

freezer a -20°C para as analises.

3.6.2 Superoxido Dismutase

A avaliacdo da atividade da enzima SOD foi executada seguido o protocolo SOD-Elisa
adaptado de Giannopolitis & Ries (1977), onde 5 uL do sobrenadante foi adicionado juntamente
com um mix contendo fosfato de potassio 100mM, metionina 70mM, EDTA 10mM, NBT (Clo-
reto de Azul Nitrotetrazélio) 1mM e riboflavina 0,2mM. Apds a adi¢do da mistura na placa,
essa foi iluminada por 7 minutos e, em seguida, foram feitas leituras a 560 nm no ELISA. A
atividade foi calculada de acordo com a capacidade da SOD em inibir a fotorreducéo do NBT.

3.6.3 Catalase

A avaliacdo da atividade da enzima CAT foi executada seguido o protocolo CAT-Elisa
adaptado de Havir & Mchale (1987), onde 9 pL do sobrenadante foi adicionado em placa acri-
lica juntamente com um mix de tampdo fosfato de potassio 200 mM e peroxido de hidrogénio
250mM, apds o preparo das placas foram feitas leituras a 240 nm no ELISA de 15 em 15 se-
gundos durante 3 minutos. A atividade da catalase foi determinada pelo consumo de peréxido

de hidrogénio com o tempo.
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3.6.4 Ascorbato Peroxidase

A atividade da enzima APX foi obtida seguindo a metodologia descrita por Nakano &
Assada (1981), com modificacdes. Onde aliquotas de 9 puL do sobrenadante foram pipetadas
em placa de Elisa juntamente com o meio de incubagéo constituido de tampé&o fosfato de po-
tassio 100 mM, &cido ascorbico 0,5mM e agua destilada. Apos o preparo, adicionou-se H20-
4mM (9 pL por reacdo), e foi realizada a leitura em espectrofotémetro com absorbancia de 290
nm. Sua atividade foi determinada pela taxa de oxidag&o do ascorbato a cada 15 segundos, por

um periodo de 3 minutos formando um gréfico.

3.7 Extragdo e analise do 6leo essencial

As plantas foram coletadas 15 dias ap6s a ultima aplicacao de elicitor e com, aproxima-
damente, seis meses de idade. Foram coletadas as partes aéreas (flores, galhos e folhas) de cinco
plantas em cada tratamento em quantidade suficiente para a extracdo. O dleo essencial foi ex-
traido por hidrodestilacdo de 1509 de plantas frescas picadas e separadas em 3 balGes volumé-
tricos com 50g em cada, ap0s a separa¢do das massas, 0 volume interno do bal&o foi preenchido
com agua destilada. Para a extracdo, foi utilizando um aparelho de Clevenger modificado aco-
plado a um balo de fundo redondo de 1L (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A extragio
do ¢6leo foi completada ap6s duas horas mantendo a solu¢do em ebulicdo. Subsequentemente,
o hidrolato recolhido foi centrifugado utilizando uma centrifuga de bancada com uma travessa
horizontal (modelo 206 FANEM Baby®I BL) a 965¢g durante 10 minutos. O 6leo foi removido
cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, transferido para frasco de vidro &mbar
embrulhado com folha de aluminio protegidos contra a luz e umidade, e armazenados a baixa
temperatura num refrigerador.

Para a determinacdo do teor de umidade do material vegetal foi utilizado o sistema de
Dean e Stark, onde se baseia no principio da imiscibilidade de solventes, no caso o cicloexano
com a agua. Foram pesados 5g de material vegetal picado e colocados em um bal&o de vidro
contendo 80 mL de cicloexano. Apds duas horas, o volume de dgua presente no material vegetal
foi quantificado. A determinagdo da umidade foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Pimentel et al. (2006). O rendimento de 6leo foi calculado como raz&o da massa de 6leo extraido

pela massa foliar usado em base livre de umidade.
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A andlise do 6leo essencial foi realizada no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Lavras por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa de modelo QP
sistema 5050A (Shimadzu, Téquio, Japdo), sob as seguintes condi¢Bes experimentais: coluna
capilar de silica fundida (30 mm x 0,25 mm) com DB?5 ligado fase (0,25 uM filme de espessura);
0 Hélio foi utilizado como gés transportador com um caudal de 1,0 mL min-1. A temperatura
foi programada mantendo 50 °C durante 1,5 min seguida de um aumento de 4 ° C min até 200
°C, em seguida a 10 °C até atingir 250 °C, mantendo-se esta temperatura constante durante 5
min. A temperatura do injetor foi de 250 °C e temperatura do detector (ou interface) de 280 °C.
O volume da amostra injetada foi de 0,5 uL utilizando acetato de etilo como solvente. A taxa
do volume injetado foi de 1: 100 e a presséo de 64,20 kPa coluna. As condi¢des de espectro-
metria de massa foram: 1,000 detector de scanner, com uma gama de varrimento de 0,50 frag-
mento e fragmentos detectados no intervalo de 40 a 500 Da. A identificacdo dos componentes
foi efetuada com base em uma comparacado dos indices de retencdo literatura (ADAMS, 2007).
Para o calculo da taxa de retenc¢do foi utilizada a equacao de van den Dool e Kratz (1963) em
relacdo a série homdloga de alcanos de cadeia linear (NC8-nC18), o octano octadecano fez a
extrapolacéo para C19 e C20 (o nonadecano e dodecano). Também foram usadas duas biblio-
tecas comerciais NIST107/ NIST21 e que permitem a comparacdo dos dados a partir dos es-

pectros com os da biblioteca.

3.8 Analises estatisticas

No presento trabalho os dados foram submetidos a anélise de variancia e quando signi-
ficativos (P<0,05) pelo teste de Shapiro-Wilk as médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Tukey (P>0,05). As andlises foram realizadas utilizando o software estatistico
Assistat versdo 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2016)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagéo do crescimento
4.1.1 Influéncia da radiacéo
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Verificou-se um aumento na altura nas plantas de L. dentata durante o periodo do expe-
rimento (Figura 4). As plantas cultivadas em pleno sol apresentaram menor taxa de crescimento
e altura final quando comparadas as malhas coloridas, sendo inferior em 21% na malha preta;
35% no azul e 27% na vermelha. As plantas que mais cresceram foram as das malhas azul,
seguidas da vermelha, preta e pleno sol (Figura 4). Resultados similares foram observados em
Chrysanthemum morifolium Ramat. cv.‘Chuju’ (JIN et al., 2012), em Piper aduncum L. (PA-
CHECO et al., 2016) e em Melissa officinalis L (OLIVEIRA et al., 2016). Tais resultados po-
dem ser explicados pela faixa de absor¢éo dos fitocromos ligados ao desenvolvimento da planta.
Como o fitocromo e outros fotorreceptores absorvem radiacéo na regido vermelha do espectro,
esses por sua vez provocam respostas diferenciais em fototropismo, crescimento e morfogénese
(SMITH, 1982), o aumento da altura em plantas de lavanda pode ser devido a maior relacéo

vermelho/ azul fornecida pela rede azul.

Figura 4 — Altura da parte aérea de plantas de Lavandula dentata L. cultivadas em diferentes
ambientes de sombreamento: pleno sol, malhas preta, azul e vermelha (30% de som-
breamento). UFLA, 2018
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Em relacdo & massa seca, houve diferencas entre os tratamentos sem aplicagdo do AS
(TABELA 2). Plantas cultivadas em pleno sol e na malha azul obtiveram maior MSA e,
consequentemente, maior relagdo PA/R. No entanto, a qualidade da radiacdo pode influenciar

no local de alocagdo de biomassa, como podemos ver comparando as plantas do PS, MA e MV,
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onde a MSR de plantas cultivadas sob MV apresentaram maior biomassa em comparacao ao

demais tratamentos.

Tabela 2 - Valores médios da altura (cm), MAS = massa seca da parte aérea (g), MSR = massa
seca da raiz (g), MST = massa seca total (g) e PA/R = relacdo parte aérea raiz e INF
= namero de inflorescéncias de Lavandula dentata L. avaliadas 30 dias apds elicita-
¢ao com 1mM de acido salicilico. UFLA, 2018.

ALT

MSA

MSE

MST

Tratamentos PAR INF
(em) (g) (g) (g)

Controle

ol 1,53 b 4346 a 24 04 b 7500 1,80 a 34.0a
Preta 24150 30220 2288 b 53,10 ¢ 1,32 b 4 8¢
Azl 147 b 41,32 a 23660 6d 98 b 1,74 a 5.8 ¢
Verm 2.22hb 373260 28,46 a 6578 b 1.31a 8.0¢
fmdf AN

ol 398 b 48,68 a 28,18 a T6HB6 b 175 a 41,0 a
Preta 8,87 a 54 .94 a 2756 b 2250 a 199 a 125¢
Azl 597 a 58,38 a 2898 a 38,56 a 1,94 a 16,2 ¢
W e, 6.35%a 6678 a 33,50 a 100,28 a 199 a 25,050

*Médias seguidas de mesmas letras maiusculas nas colunas e letras mindsculas nas linhas ndo
diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey, p < 0.05.

4.1.2 Influéncia do acido salicilico

A aplicacdo de AS influenciou diretamente no crescimento de L. dentata, no decorrer

dos 21 dias, havendo um aumento significativo em todos os tratamentos de radiacdo no ganho
de ALT, MSA, MSR, MST, PA/R e NF quando comparados ao controle (Tabela 2). Em ALT,

houve um acréscimo médio de 6,3 cm, enquanto sem a agdo do AS a média foi de 1,9 cm, o que

corresponde a um aumento de 230%. Em relagdo a massa das plantas, houve um acréscimo

médio de 38% na MST em plantas tratadas com AS, ocorrendo uma maior diferenca em plantas

sob estresse de radiagdo, onde 0 ganho em massa foi maior e a média do acréscimo foi de 47,6%
na MST. A relacdo PA/R também obteve um ganho significativo nas plantas das malhas, onde

o efeito do AS sobre o crescimento vegetativo foi maior em comparacdo ao pleno sol, o que

pode ser explicado pelo aumento do investimento da planta em raiz, j& que a irradiacdo intensa

causa danos no aparato fotossintético e aumenta o nivel de EROS e danos oxidativos.
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Apesar dos efeitos da aplicagdo exdgena de AS no crescimento depender das espécies
de plantas usadas, do estagio de desenvolvimento da planta e das concentragdes de AS testadas,
seus efeitos estimuladores no crescimento foram relatados em diversas espécies. Em girassol
(Helianthus annuus L.) sob estresse salino, o AS além de mitigar os efeitos do estresse, aumen-
tou a altura das plantas e a massa seca da parte aérea e raizes (NOREEN; MUHAMMAD,
2008). Também sob estresse salino, as plantas de fava (Vicia faba L.), pimenta (Capsicum An-
nuum L.) e girassol (Helianthus annuus L., cv Sakha-53) apresentaram um aumento da altura e
da massa seca sob efeito do AS (AHMAD et al., 2018; QADOS et al., 2015; YOUSSEF et al.,
2017). Em estresse de seca 0 AS atua da mesma maneira no crescimento, como por exemplo,
em plantas de alface (Lactuca sativa var longifélia) e milho (Zea mays L.) ocorreu um incre-
mento, tanto em altura quanto em massa seca sob efeito do AS, quando comparados ao controle
(BANKOLE et al., 2018; LATIF et al., 2016).

Em relagéo ao florescimento, as plantas de lavanda submetidas a 1mM de AS apre-
sentaram um aumento geral do namero de flores (81%), fato esse de extrema importancia ja
que o 6leo essencial mais rico em compostos é o extraido a partir de flores (SMIGIELSKI et
al., 2013). A contribuicdo do AS para a regulacao de floracéo é bem conhecida ha muito tempo.
Segundo Lee e Skoog (1965), apenas 4 uM de AS foram o suficiente para promover a formacao
de gemas de flores a partir de calos de tabaco. Pouco depois em 1974, o AS foi identificado
como sendo o fator transmissivel ao floema, onde o honeydew secretado pelo afideo
(Dactynotus ambrosiae) apds se alimentar da seiva da planta Xanthium strumnarium continha
elevada quantidade de AS e era responsavel pela cultivada com fotoperiodo reduzido
(CLELAND & AJAMI, 1974). Em estudos recentes, descobriu-se que o AS enddgeno e
exogeno atuam positivamente no florescimento de ipoméia pharbitis (Ipomoea nil)quando em
situacdo de estresse, alterando a expressdo de genes e atividades enziméticas (WADA et al.,
2014). Em Ixora coccinea L., 0 AS agiu positivamente aumentando o nimero de flores e altura
das plantas, chegando a valores proximos do acido giberélico (conhecido horménio responsavel
pelo elongamento celular, mobilizac&o de reservas do endosperma e desenvolvimento de flores
e frutos) (GAD et al., 2016). Apesar dos trabalhos feitos, pouco se sabe do efeito do AS no

crescimento e desenvolvimento de plantas.

4.2 Analise do teor de 6leo essencial
4.2.1 Influéncia da radiacéo
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As diferentes qualidades de radiag&o influenciaram diretamente no teor de 6leo essencial
de L. dentata (Figura 5). As plantas expostas a radiacdo direta apresentaram um teor inferior a
maioria dos tratamentos com tela (1,13%), sendo superior somente ao tratamento da malha ver-
melha (1,04%). Isso se justifica pelo alto estresse ocasionado pela exposicdo mais intensa a
radiacdo. Essa condigéo ativa um mecanismo de defesa da planta, que atua desviando a maioria
dos carbonos que iam para a producao vegetativa, para a producao de metabdlitos secundarios
(THINES et al., 2007). Contudo, as plantas em pleno sol obtiveram a maior producéo de 6leo
essencial, com 0,699 sem aplicacéo de AS e 0,79g com aplicacdo. O tratamento que obteve o
rendimento mais expressivo foi o da malha azul (1,29%), esse comportamento também foi ob-
servado em Melissa officinalis (OLIVEIRA et al., 2016), em Piper aduncum (PACHECO et
al., 2016) e Ocimun gratissimum (MARTINS et al., 2008). Ja o tratamento com o pior rendi-
mento foi o de malha vermelha (1,02%), fato esse que também foi observado nos trabalhos
citados acima e também corrobora com os resultados encontrados por Silva Brant et al. (2009).
De acordo com esse autor, a mudanca provocada pela incidéncia da radiagéo vermelha ocasiona
a falta de outro comprimento de onda, ja que a malha possui filtro de transmissao de determi-
nados espectros. Essa falta de comprimentos especificos pode provocar a anulacao de alguma

rota importante para a sintese de terpenos e prejudica a producédo do 6leo essencial.

Figura 5 — Teores de 6leo essencial de folhas e flores frescas de Lavandula dentata 15 dias ap0s
a elicitacdo com 1mM de acido salicilico em diferentes qualidades de radiac&o.
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4.2.2 Influéncia do acido salicilico

A elicitacdo com AS promoveu aumento no rendimento de 6leo essencial de Lavandula
dentata em todas as qualidades de radiacdo (Figura 5). Para as plantas submetidas a pleno sol,
a elicitacdo promoveu um acréscimo no rendimento de 27,43%, ja paras as plantas das malhas
ocorreu um aumento de 27,42% na malha preta, de 20,93% no azul e de 51,96% no vermelho.
Esse efeito ja tem sido observado em alguns trabalhos, como por exemplo em tomilho (Thymus
daenensis Celak.), onde se obteve maior producédo de dleo essencial (3,3%) com a aplicacdo de
3mM de AS (PIRBALOUTI et al., 2014). Resultados semelhantes também foram observados
em Nepeta cataria (SAID-AL AHL et al., 2016), em Ocimum basilicum e Marjorana hortensis
(GARIB et al., 2006), em Foeniculum vulgare Mill (HASHMI et al., 2012). Outro ponto im-
portante para ser considerado é a concentragdo de AS utilizada, onde vemos 1mM como sendo
a concentracao que melhor obteve resultados para espécies medicinais, como em Mentha pipe-
rita (AHMAD et al., 2018), em Ocimum basilicum (MIRZAJANI et al., 2015) e em Achillea
millefolium (GORNI et al., 2016), esses dados justificam a escolha de ImM como concentragao
Unica para o presente trabalho.

O método de acdo do AS justifica 0 aumento nos rendimentos do 6leo essencial, pois
sua atuacdao como elicitor, simulando um ataque a planta, gera um aumento na atividade do
metabolismo secundario como uma resposta de defesa da planta. Como mencionado, o aumento
da producdo de EROS ocasiona uma maior atividade do sistema antioxidante, que por conse-
guéncia, faz com que as plantas produzam mais metabolitos secundarios (ASKARI; EHSAN-
ZADEH et al., 2015). Segundo Idrees (2010), esse maior rendimento de éleo essencial pela
aplicacdo de AS exodgeno, deve-se ao aumento do crescimento, absor¢do de nutrientes e um
crescimento populacional de células glandulares oleiferas nas folhas e flores, além da biossin-
tese de monoterpenos. Os monoterpenos, um tipo de terpendide fruto do metabolismo secunda-
rio, possuem biossintese induzida por algum estresse bidtico ou abiotico e agem diretamente
em rotas bioldgicas essenciais para a defesa da planta (LORETO; SCHNITZLER, 2010). Além
disso, o AS atua também como hormonio responsavel pela ativacdo de genes de defesa da
planta, melhorando sua resisténcia sisttémica adquirida (KUMAR et al., 2014; KHAN et al.,
2015).
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4.3 Composicao quimica do 6leo essencial
4.3.1 Influéncia da radiacéo

Quanto a sua composi¢do quimica, foram encontradas mais de 20 substancias no dleo
essencial de L. dentata (Tabela 2). Os compostos majoritarios foram iguais em todos os trata-
mentos, sendo eles 1,8-cineol, canfora e fenchona, os trés juntos totalizaram mais de 70% da
composicao. Considerando que os constituintes 1,8-cineol e canfora conferem ao 6leo essencial
de L. dentata propriedades medicinais devido a agdo antifungica e bactericida, Masetto (2011)
encontrou 0s mesmos compostos majoritarios para L. dentata cultivada no Brasil. Em outros
continentes, observa-se resultados semelhantes em éleo de L. dentata proveniente da Tunisia,
onde 0s compostos majoritarios sdo 0s mesmos quando comparados a este trabalho (TOUATI
et al., 2011). Porém, a qualidade do ambiente em que a planta esta inserida possui grande in-
fluéncia na composicao quimica do 6leo, fato que pode ser observado em dleo essencial de L.
dentata cultivada em outros paises africanos. O 6leo essencial proveniente da Argélia apresen-
tou diferencas em sua composicao, apesar do 1,8-cineol (38,4%) continuar sendo o principal
componente, pode-se observar um grande decréscimo na quantidade de fenchona e canfora
(DOB et al., 2005). J4 em dleo essencial proveniente de Marrocos ocorreu uma brusca modifi-
cacdo, onde 0os componentes majoritarios encontrados passaram a ser o linalol (28,9%) e o ace-
tado de linalila (43,5%) (IMELOUANE et al., 2009).

Tabela 2 - Teores dos compostos quimicos identificados nos 6leos essenciais de Lanvandula
dentata, extraidos de folhas frescas e secas apos elicitacdo com 1mM de &cido sali-
cilico. UFLA, 2018
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Oyl T
Constituintes IE2 Sol Preta Azl WVerm. Sol Preta Azul Verm.
B-pifleno 932 1,62 2,09 1,55 1,90 1,42 2,28 1,71 2,01
Canfeno 246 0,49 0,51 0,43 0,58 0,43 0,53 0,43 0,54
Sahineno 269 0,43 0,51 0,42 0,43 0,37 0,54 0,37 0,43
P-pineno 974 3,20 3,57 2,96 3,53 2,91 3,77 2,91 3,70
Mirceno Q88 0,13 0,19 0,11 0,08 - 0,23 0,11 0,14
0-Citneno 1020 1,24 0,14 0,13 0,12 0,12 0,13 n,0a 1,37
1,8-cineonl 1026 38,11 33,92 37,92 37,74 41,05 38,57 38,78 37,22
Linalol 1095 1,37 2,13 1,a0 1,69 1,97 2,27 1,92 2,08
Fenchona 1083 17,35 16,41 17,30 18,08 16,83 16,58 16,21 17,09
endo-fenchnl 1018 5,24 5,53 6,64 5,74 5,23 6,11 5,76 4,65
Limoneno 1137 0,17 0,17 0,1a 0,15 0,19 0,13 0,22 0,23
Finocarvenl 1135 1,10 1,14 1,31 1,31 1,47 1,08 1.44 1,1a
Canfora 1141 21,76 17,28 18,47 19,31 21,34 17,00 18,13 19,12
Finocarvona 1160 0,50 0,53 0,76 0,75 0,52 0,53 0,71 0,59
Isohormend 1155 1,26 1,16 1,36 1,25 1,18 1,23 1.48 1,26
y-tErpineno 1174 0,2a 0,24 0,23 0,27 0,23 0,20 0,26 0,23
Furano 1031 0,54 0,72 0,57 0,61 0,59 0,68 1,39 1,1a
Lyrral 1195 1,04 0,96 1,28 1,26 0,86 0,96 0,77 0,69
Farneseno 1454 0,10 0,16 0,12 0,06 0,03 0,16 0,32 0,14
-selineno 1498 0,26 0,42 0,63 0,43 0,12 0,58 0,44 0,45
Canofileno 1582 0,95 0,91 1,12 1,03 0,93 0,87 1,04 0,77
B-eudesmal 1649 0,67 0,77 1,53 0,93 0,67 0,94 1,38 1,22
t-hizaholol 1685 0,10 0,32 0,43 0,41 - 0,44 0,36 0,42
Lancenl 17a0 2,04 5,03 2,70 2,47 1,55 4,00 3,83 4.43
Total (%) 1an L 99.9 100 1an 993 1an 1an

Apesar da grande semelhanca entre os tratamentos de radiagdo, os resultados mostram

uma diferenca na quantidade de alguns compostos majoritarios, como por exemplo o linalol

gue obteve maior quantidade em 6leos advindos das malhas, tal resultado também foi observado

em Eucalyptus citriodora Hook (DEGANI et al., 2016) e a canfora, que obteve uma maior

quantidade nos 6leos de plantas provenientes do pleno sol. Essa modificacdo na composicédo e

na proporcao dos constituintes quimicos no 6leo volatil por efeito do sombreamento confirma

observagdes feitas por outros autores em plantas aromaticas (GRAUSGRUBER-GROGER et
al., 2012; VERMA et al., 2015).

4.3.2 Influéncia do acido salicilico

A elicitacdo promovida pelo AS apresentou modificagdes na qualidade do 6leo essencial

de L. dentata. Apesar dos componentes encontrados serem 0S mesmos entre tratamento e con-
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trole, ocorreram mudangas na concentragéo de alguns compostos. O teor de 1,8-cineol foi au-
mentado em 7,16% no Oleo essencial proveniente de plantas em pleno sol tratadas com AS,
resultado também observado em Ocimum basilicum L (GHARIB et al., 2006). Fato que ndo
foi observado em plantas provenientes das malhas, onde se vé um teor semelhante com ou sem
a atuacdo do AS. Considerando o linalol como um dos compostos mais valiosos no 6leo essen-
cial de Lavandula, pode-se observar em todos os tratamentos de radiacdo que a aplicacdo do
AS influenciou no acréscimo do teor de linalol, onde ocorreram aumentos de até 30,5% em
pleno sol, 6,2% na malha preta, 6,3% no azul e 18,8% na vermelha. Resultados com tendéncias
semelhantes também foram observados em Salvia macrosiphon, onde os tratamentos com apro-
ximadamente 1mM e 2mM de AS apresentaram um aumento de mais de 100% no teor de linalol
em comparacdo com o controle (ROWSHAN et al., 2010).

Em relag&o aos outros componentes, ndo ocorreram mudancas significativas com a apli-
cagdo do AS. Ocorreu um pequeno aumento no teor de 1,8-cineol (7,7%) em pleno sol, porém
os teores de canfora e fenchona se mantiveram parecidos em relacéo a aplicacdo ou ndo do AS
em todos os tratamentos de radiacéo, no entanto o fato é compensado com o aumento do rendi-

mento do 6leo essencial.

4.4 Anédlises Bioquimicas
4.4.1 Sistema antioxidante

Como foi destacado, uma das principais fun¢bes do AS é atuar como sinalizador de um
ataque ou estresse sofrido. Quando o AS € aplicado a planta reconhece como um sinal de ataque
e, imediatamente, ocorrem em cadeia varios processos metabdlicos de defesa, e um desses pro-
cessos é 0 aumento da concentracdo de EROS. Posteriormente, sob efeito do AS, ocorre o au-
mento da atividade enzimatica antioxidante, composta principalmente pelas enzimas SOD,
CAT e APX (LI et al., 2014). De acordo com os resultados, confirma-se que as plantas sob
efeito do AS estavam sob estresse e apresentaram um aumento da atividade enzimatica antio-
xidante. Um fato que também corrobora € o aumento da atividade do metabolismo primario e
secundario, que se confirma com a producao de 6leo essencial e aumento do crescimento (HER-
NANDEZ-RUIZ et al., 2018).

A atividade da enzima SOD foi maior em todos os tratamentos com AS em relacdo as

plantas controle (Figura 6 e 7). Na primeira avaliacdo com 24hrs apds da primeira aplicacao,
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observou-se um aumento da atividade enzimatica que se estabiliza em 48 horas, onde esse au-
mento ficou ainda mais evidente. Porém, apds 24 horas da segunda aplicacao, observou-se uma
maior taxa de atividade enzimatica e maior estabilidade (Figura 7), que se mantém até as 48
horas apds segunda avaliacdo. Outros estudos com espécies diferentes, porém, utilizando o
mesmo elicitor, obtiveram resultados semelhantes como em Vicia faba L. onde foi observado
um aumento de 79,49% na atividade da SOD na concentragdo de 100mM de AS (AHMAD et
al., 2018). Um resultado semelhante também foi visto em feijdo-da-china (Vigna radiata L.
Wilczek), onde sob estresse de aluminio (Al) ocorreu um aumento significativo da atividade de
algumas enzimas antioxidante como a SOD, por exemplo, aumentou sua atividade em 73% no
tratamento combinado de 10mM de AS e Al quando comparada ao controle (ALl et al., 2017).
Considerando que a enzima SOD ¢é a principal responsavel pela transformacdo do oxigénio
singleto em perdxido de hidrogénio e oxigénio (menos reativos), sua participacao no inicio do
processo de reducdo de EROS torna-se fundamental. Além disso, a elevacdo da producdo de
H>02 no interior celular serve como sinalizador para que outros processos metabdlicos antioxi-
dantes iniciem (MANIVANNAN et al., 2016).

Figura 6 - Efeito da aplicagdo de acido salicilico (1mM) na atividade enzimética da Superdxido
Dismutase (U SOD mg MFem folhas de L. dentata, na primeira aplicagdo, 24 ho-
ras(A) e 48 horas (B) ap0s a aplicacdo . UFLA , 2018
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Legenda: Valores medios seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, com 5% de significancia (P < 0,05).
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Figura 7 - Efeito da aplicacéo de acido salicilico (1mM) na atividade enzimatica da Superdxido
Dismutase (U SOD mg MF?) em folhas de L. dentata, na segunda aplicagdo, 24 ho-
ras(A) e 48 horas (B) apds a aplicacdo . UFLA 2018
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Legenda: Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey, com 5% de significancia (P < 0,05).
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Outra enzima que também participa da atividade antioxidante é a CAT, que como a
APX, é responsavel pela dismutagdo do H.O2em H.O e O,. De acordo com 0s resultados apre-
sentados (Figuras 8 e 9), ocorreu um aumento na atividade da enzima CAT em todos os trata-
mentos mediante a aplicacdo de AS. Porém, observou-se que durante a segunda aplicacdo, a
atividade da CAT diminui em comparacao a primeira aplicagdo (Figura 9). Essa queda pode ser
explicada pelo aumento da atividade de outras enzimas do sistema antioxidante tais como a
SOD e a APX, que também atuam na dismutacdo do H>O. Resultados semelhantes com a CAT
foram encontrados em plantulas de pepino (Cucumis sativa L.), onde o tratamento que mais
obteve atividade da enzima foi o com 1mM de AS sem a adicéo de solugéo nutritiva, ou seja,
sob estresse nutricional e aquecimento (SHI et al., 2006). Um aumento da atividade da CAT
sob acdo do elicitor AS também foi evidenciada em duas cultivares de meldo (Cucumis melo L)
guando em toxicidade por cadmio e em cevada (Hordeum vulgare L.) quando submetidas a
estresse de frio (ZHANG et al., 2015; MUTLU et al., 2016).
Figura 8 — Efeito da aplicacéo de &cido salicilico (1ImM) na atividade enzimatica da Catalase

(umol H202 mint .mg?* MF) em folhas de L. dentata, na primeira aplicacio 24 (A)
e 48 horas (B) ap6s a aplicacdo . UFLA 2018
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Legenda: Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, com 5% de significancia (P < 0,05).
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Figura 9 - Efeito da aplicacdo de acido salicilico (1mM) na atividade enzimatica da Catalase
(umol H202 mint .mg™® MF) em folhas de L. dentata, na segunda aplicagdo, 24 ho-
ras (A) e 48 horas (B) ap0s a aplicacdo . UFLA
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Legenda: Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey, com 5% de significancia (P < 0,05).
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Além da SOD e CAT, uma outra enzima que se destacou no processo antioxidante foi
a APX. Essa enzima, a ascorbato peroxidase acaba sendo também responsavel pela dismutagéo
do peroxido de hidrogénio em agua, utilizando como doador de elétrons o ascorbato, o que a
difere da enzima SOD e CAT. Além disso, quando comparada com a enzima CAT, a APX
possui maior afinidade para o H>O», tornando-a mais eficiente no processo antioxidante
(SHARMA et al., 2012). De acordo com os resultados, ocorreu aumento da atividade da APX
em Lavandula dentata quando submetidas ao AS (Figura 10 e 11). Percebeu-se uma maior
expressao da enzima apos a segunda aplicacdo do AS, enquanto o efeito ja passa a ser observado
a partir da primeira aplicacéo e 24 horas depois. Resultados semelhantes foram vistos em plan-
tulas de pepino Cucumis sativa L sob efeito do calor como estresse, em todos os tratamentos
envolvidos observou-se um aumento e o resultado mais expressivo foi o tratamento com AS +
solucdo nutritiva (SHI et al., 2006).
Figura 10 - Efeito da aplicacdo de &cido salicilico (1mM) na atividade enzimética da Ascorbato

Peroxidase (umol AsA min-1 mg-1 MF) em folhas de L. dentata, na primeira aplica-
¢do, 24 horas (A) e 48 horas (B) ap6s a aplicacdo. UFLA 2018
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Figura 11 - Efeito da aplicacdo de &cido salicilico (1mM) na atividade enzimatica da Ascorbato
Peroxidase (umol AsA min-1 mg-1 MF) em folhas de L. dentata, na segunda aplica-
¢do, 24 horas (A) e 48 horas (B) ap6s a aplicacdo de AS. UFLA 2018
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5 CONCLUSAO

As plantas de Lavandula dentata L. submetidas a acdo do acido salicilico apresentaram
caracteristicas positivas a elicitagdo. As plantas cresceram tanto em altura quanto em massa sob
efeito do AS, além disso, apresentaram um maior numero de inflorescéncias, fato importante
por ser nesse 0rgao onde reside o maior acumulador de 6leo essencial, sobretudo de compostos
de maior interesse como o linalol e o 1,8-cineol. A qualidade do dleo essencial, praticamente
n&o foi alterada e os mesmos compostos estavam presentes nos diferentes tratamentos. Todavia,
guanto ao aspecto gquantitativo, observou-se um aumento de 1,8-cineol sob efeito do AS nas
lavandas cultivadas em pleno sol e, também, um aumento nos teores de linalol em todos os
tratamentos, cujas plantas receberam o AS. Os rendimentos dos 6leos essenciais foram superi-
ores em todos os tratamentos com AS, o que condiz com a resposta da planta ao efeito simula-
torio provocado pelo AS. Essa simulacdo, fez com que o metabolismo secundério, principal
produtor de composto de defesa, aumentasse sua intensidade e produzisse maior quantidade de

Oleo essencial.

Uma outra caracteristica observada foi o aumento da atividade das enzimas SOD, CAT
e APX nas plantas sob efeito de 1mM de AS, resultado esse ja esperado, pois a elicitacdo mi-
metiza um ataque externo gerando um fator de estresse. Esse processo desencadeia num au-
mento da producdo intracelular de EROS e as enzimas, por meio da catalise, sdo pecas funda-
mentais para a remocao das espécies reativas causadoras de danos celulares. As malhas colori-
das apresentaram alguns pontos positivos, onde a azul foi a que proporcionou melhores resul-
tados, observando um maior crescimento das plantas e alto rendimento de 6leo essencial sem a
acdo do AS, seguida pela malha vermelha e preta. Porém, analisando o custo beneficio das
malhas, ndo justifica o seu uso para a producdo em grande escala de 6leo essencial de lavanda

e seus derivados.
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