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RESUMO

CARACTERISTICAS MORFOFISIOLOGICAS, PRODUCAO E COMPOSICAO DE
OLEO ESSENCIAL EM FOLHAS DE Tetradenia riparia (Hochst) Codd- LAMIACEAE
CULTIVADA EM DIFERENTES NIVEIS DE SOMBREAMENTO. Tetradenia riparia
(Hochst) Codd- Lamiaceae, conhecida popularmente como incenso, € uma planta empregada
para doencas como maldria, angina, gastroenterites, dores de cabeca, bronquite, dentre outras
doencas. Seu 6leo essencial contém aproximadamente, 200 componentes. Os diterpendides
apresentam atividade antimicrobiana, antiespasmodica e antitricomonas. Considerando a
importancia da luz sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas, o presente estudo tem
como objetivo avaliar caracteristicas morfofisioldgicas, producdo e composicdo de Gleo
essencial de Tetradenia riparia cultivada em diferentes niveis de sombreamento. Para isso, as
mudas foram propagadas por estaquia e cultivadas em mini-casas de vegetacao
completamente cobertas com telas de polietileno pretas produzidas para proporcionar niveis
de sombreamento de 30%, 50% e 80% e também a pleno sol o que corresponde aos
tratamentos. Folhas foram avaliadas ap6s 150 dias de tratamento. As plantas submetidas a
pleno sol tiveram maior espessura do limbo foliar. As plantas cultivadas a sombra tiveram
maior area foliar. Ndo houve diferencas significativas na densidade de estbmatos e tricomas
na epiderme abaxial. O maior rendimento de 6leo essencial ocorreu nas plantas cultivadas nos
tratamentos de 30% e 50% de sombreamento. O componente majoritario do 6leo essencial das
folhas, independente dos tratamentos a que as plantas foram submetidas foi o hidrocarboneto
sesquiterpénico 14-hidréxi-9-epi-(E)- cariofileno. Muitos compostos quimicos do 6leo
essencial alteraram o seu teor em funcdo dos tratamentos e outros compostos s6 foram
observados em niveis especificos de sombreamento. O teor de clorofila “a”, total e
carotenoides foram maiores nos tratamentos de 50% e 80% de sombreamento. Os teores de
clorofila “b” e razdo a/b ndo sofreram alteracGes nos diferentes tratamentos. Os diferentes
niveis de luminosidade ndo alteraram valores de cinzas. O teor de lipidios foi menor no
tratamento de 80% e o teor de proteinas e nitrogénio aumentou com 50% e 80% de

sombreamento.

Palavras-chave: Incenso, falsa mirra, anatomia, fisiologia, fotomorfogénese, luz, planta

medicinal.



ABSTRACT

MORPHOPHYSIOLOGICAL CHARACTERISTICS, PRODUCTION AND
COMPOSITION OF ESSENTIAL OIL IN LEAVES OF Tetradenia riparia (Hochst)
Codd-LAMIACEAE CULTIVATED AT DIFFERENT LEVELS OF SHADING.
Tetradenia riparia ( Hochst ) Codd- Lamiaceae, popularly known as incense, is used for
diseases like malaria, angina, gastroenteritis , headaches , bronchitis , among other diseases.
Its essential oil contains approximately 200 components. The diterpenoids have antimicrobial,
antispasmodic and antitricomonas activity. Considering the importance of light on plant
growth and development the present study aims to evaluate morphological and physiological
characteristics and production and composition of essential oil of Tetardenia riparia
cultivated at different levels of shading. For this, seedlings were propagated by stem cuttings
and grown in mini-greenhouses completely covered with black polyethylene screens produced
to provide 30%, 50% and 80 % of levels shading and also grown under open sky. Leaves were
evaluated after 150 days of treatment. The plants under open sky had greater foliar blade
thickness. Shaded plants had higher leaf area. There were no significant differences in stomata
and trichomes in the abaxial epidermis. The highest oil yield occurred in plants grown with 30
% and 50 % shading treatments. The major component of the essential oil, regardless of the
treatment, was the sesquiterpenic hydrocarbon 14 - hydroxy -9 - epi - (E) - caryophyllene.
Many chemical compounds of the essential oil alter its content according to treatments and
other compounds were only observed at specific levels of shading. The total content of
chlorophyll, chlorophyll “a” and carotenoids was higher in 50% and 80% treatment shading.
The levels of chlorophyll “b” and a / b ratio did not change in different treatments. The
different treatments did not change values of ash. The lipid content was lower in the treatment

of 80% and increased protein and nitrogen content in 50% and 80% treatment shading.

Keywords: Incense, false myrrh, anatomy, physiology, photomorphogenesis, light, medicinal

plant.
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1. INTRODUCAO

A familia Lamiaceae é constituida de ervas, arbustos e arvores, com ramos geralmente
quadrangulares. Essa familia possui distribuicdo cosmopolita incluindo cerca de 300 géneros
e 7500 especies. No Brasil ocorrem 26 géneros e cerca de 350 espécies.

Tetradenia riparia (Hochst) Codd, pertencente a familia Lamiaceae € uma planta
empregada na medicina popular e conhecida como falsa mirra. As folhas s&o utilizadas,
principalmente, no tratamento de maléria, angina, doenca tropical de pele, gastroenterites,
gonorreia, diarreia, abscessos dentarios, dores de cabeca, bronquites, tosses, Ulceras,
esterilidade feminina, doencas renais, febres e outras. Seu Oleo essencial contém
aproximadamente 200 componentes. Os diterpendides, encontrados no 6leo essencial desta
espécie apresentam atividade antimicrobiana, antiespasmddica e antitricomonas, atuando
ainda como inibidor do crescimento de raizes de trigo.

A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo
notadamente nestes Gltimos anos, ao ponto que atualmente o mercado mundial de
fitoterapicos gira em torno de aproximadamente 22 bilhdes de ddlares. Enquanto o mercado
mundial de medicamentos quimicos cresce 4% ao ano, o mercado fitoterapico cresce até 15%
ao ano. Acredita-se que hoje 25% de todas as prescricbes mundiais séo de fitoterapicos. Essas
razdes para o crescimento desta cultura passam cada vez mais a ter aceitacdo do mercado
consumidor.

A luz é um dos fatores ambientais que mais influenciam no crescimento e
desenvolvimento vegetal, podendo por sua vez, influenciar quantitativamente e
qualitativamente na sintese de metabolitos secundarios, os quais sdo a razdo para o cultivo de
plantas com finalidade farmacoldgica. Desta forma, estudos de alteracdo na intensidade
luminosa além de contribuir para o conhecimento das condi¢des adequadas de radiacdo para o
cultivo das plantas ainda pode influenciar na composicdo quimica, o que é de fundamental
importancia em estudos de plantas medicinais.

Estima-se que a luz branca influencia a expressao de 20% do genoma em plantulas de
arroz e Arabidopsis. Para inferir sobre a contribuicdo da luz em diferentes processos
fisioldgicos nos vegetais, o cultivo de plantas sob diferentes condi¢fes de luminosidade tem
sido estudado.

AlteracGes na disponibilidade de radiagéo influenciam diretamente na concentragéo de
pigmentos fotossintéticos, alterando a quantidade de clorofila total, assim como a fragéo de
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clorofila a em relagdo a clorofila b e carotenoides. Diferentes condi¢es de luminosidade em
que as plantas estdo expostas também podem influenciar no acumulo em proporcGes
diferentes de lipidios, nitrogénio, proteinas e cinzas.

Além de modificacbes que ocorrem nos tecidos fotossintetizantes do mesofilo foliar
sob influéncia de diferentes intensidades luminosas, diversos trabalhos mostram alteragdes na
densidade estomética, numero e tamanho das células epidérmicas, nimero de tricomas,
tamanho dos espacos intercelulares e esclerificacdo de tecidos influenciados por radiacédo
luminosa. Dentre esses fatores, os estdbmatos apresentam grande importancia em estudos
anatémicos, envolvendo diferentes ambientes e niveis de radiacdo, uma vez que o0 aumento da
densidade estomatica em folhas expostas a elevada irradiancia pode ser um mecanismo
importante de tolerdncia das espécies a uma condicdo estressante, como, por exemplo, 0
estresse hidrico.

Este trabalho tem como objetivo através do cultivo de Tetradenia riparia em
diferentes niveis de sombreamento estudar caracteristicas morfofisioldgicas e avaliar

producdo e composicao do 6leo essencial desta espécie.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tetradenia riparia (Hochst) Codd

A familia Lamiaceae é constituida de ervas, arbustos e arvores, com ramos geralmente
quadrangulares. Essa familia possui distribuicdo cosmopolita incluindo cerca de 300 géneros
e 7500 especies. No Brasil ocorrem 26 géneros e cerca de 350 espécies (SOUZA e LORENZI,
2005).

As espécies da Familia Lamiaceae sdo nativas principalmente na é&rea do
Mediterraneo, embora algumas tenham origem na Australia, no Sudoeste da Asia e na
Ameérica do Sul. Sdo exemplos as espécies de alecrim (Rosmarinus sp.), salvia (Salvia sp.),
orégano (Origanum sp.), tomilho (Thymus sp.), manjericdo (Ocimum sp.), manjerona
(Marjorana sp.), menta (Mentha sp.), segurelha (Satureja sp.), dentre outras, as quais Sao
estudadas devido as suas propriedades medicinais (MARIUTTI e BRAGAGNOLO, 2007).

Tetradenia riparia (Hochst) Codd, pertencente a familia Lamiaceae € uma planta
empregada na medicina popular de Ruanda, conhecida popularmente como umuaravumba,
cultivada ao redor das casas. As folhas sdo utilizadas, principalmente, como tratamento para
doencas como maléria, angina, doenca tropical de pele, gastroenterites, gonorreia, diarreia,
abscessos dentarios, dores de cabeca, bronquites, tosses, Ulceras, esterilidade feminina,
doencas renais, febres e outras. Estudos de laboratérios confirmam propriedades
antimicrobianas desta planta contra Candida albicans, Shigella dysenteriae e Streptococcus
pyogenes (VAN PUYELDE, et al., 1986). No Brasil, a espécie Tetradenia riparia, foi
introduzida como planta ornamental exdtica e é cultivada em parques, jardins residenciais e
hortos, distribuidas pelo Estado de S&o Paulo. Conhecida popularmente como incenso,
lavandula, limonete, pluma-de-névoa ou falsa mirra é utilizada principalmente como
ornamental. A planta exala um aroma intenso muito agradavel (MARTINS et al., 2008).

Nas Lamiaceae, a morfologia, distribuicdo e frequéncia dos tricomas glandulares e a
classe quimica dos compostos secretados tém sido usados como caracteres discriminativos em
nivel de subfamilia ou em téxons inferiores a familia (CANTINO, 1990). A posicdo
sistematica da especie Iboza riparia, apds minuciosos estudos, foi revista e verificou-se que as
caracteristicas apresentadas pelos exemplares se adequavam ao género Tetradenia. Em face
disso, houve a mudanca do género Iboza para o género Tetradenia, modificando o nome para
Tetradenia riparia (CODD, 1983).
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A producdo de 6leos essenciais nas plantas esta geralmente associada a presenca de
glandulas secretoras especializadas, tais como tricomas glandulares, ductos de 6leo e resinas
gue contém grande quantidade de terpenos, considerados os sitios primarios de acimulo desse
material, em algumas espécies (MARTINS et al., 2008).

Martins et al. 2008, através de um estudo de histoquimica e atividade bacteriana,
observou que as folhas de Tetradenia riparia sdo dorsiventrais, anfiestomaticas, sendo
comum a ocorréncia de grandes camaras subestomaticas na face abaxial. A epiderme é
unisseriada, com células irregulares, sendo as células da face adaxial maiores que as células
epidérmicas da face abaxial, envolvida por cuticula e portadora de tricomas glandulares e ndo
glandulares. Foram observadas muitas drusas no parénquima clorofiliano, principalmente
entre as células do parénquima palicadico. O mesofilo apresenta o parénquima palicadico
bisseriado e o parénquima lacunoso, consta de aproximadamente trés camadas de células
irregulares. As folhas de Tetradenia riparia sdo simples, membranaceas, pilosas, elipticas
com l6bulos de apice agudo. Sistema de nervura pinada com venacdo reticulada poligonal
regular.

Os tricomas glandulares sdo capitados e peltados. Os glandulares capitados sao
multicelulares, unisseriados, com uma célula basal, uma célula colar e com uma ou duas
células apicais de forma ovoide, apresentando secrec¢do densa, sendo que o tricoma de cabeca
unicelular pode representar um estagio de desenvolvimento do tricoma com duas células
apicais, 0s quais estdo incrustados em cavidades tanto na epiderme adaxial, como na abaxial.
H& também abundantes tricomas capitados com duas células basais epidérmicas, uma longa
celula peduncular unisseriada, uma célula colar curta e com uma célula apical de forma
globoide contendo a secrecdo (MARTINS et al., 2008).

Foi observada a presenca de longos tricomas tectores unisseriados, localizados
principalmente nas regiGes das nervuras maiores. Ha também tricomas peltados inseridos
principalmente na face abaxial da epiderme, constituidos por duas células basais epidérmicas,
uma célula peduncular curta de parede espessa, uma célula colar e por um conjunto de células
apicais secretoras, formadas por quatro a oito células, recobertas por cuticula (MARTINS et
al., 2008).

A regido da nervura principal apresenta leve proeminéncia na superficie adaxial e forte
proeminéncia na abaxial. Possui colénguima angular nas duas faces, adaxial e abaxial, sendo
o parénquima fundamental formado por células isodiamétricas. O sistema vascular é do tipo

colateral ndo continuo, separado por células de parénguima (MARTINS et al., 2008).
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H& trabalhos com Tetradenia riparia que relatam substéncias isoladas das folhas,
como ibozol e 8 (14), 15- sandaracopimaradieno - 2 o, 18-diol diterpendides (VAN
PUYELDE et al., 1987); umuravumbolida e diacetilboronolida - pironas, 1°,2’-
dideacetilboronolida (J- pirona), sitosterol, stigmasterol e campesterol (esterdis) (VAN
PUYELDE et al., 1986). Seu 6leo essencial contém aproximadamente, 200 componentes. Os
diterpenoides apresentam atividade antimicrobiana, antiespasmadica e antitricomonas, sendo
ainda inibidor do crescimento de raizes de trigo (VAN DUNKEL et al., 1990).

Figura 1: Aspecto geral da parte aérea da planta Tetradenia riparia (Hochst) Codd.
¢ N 3 % j:,f.") e — -

2.2. PLANTAS MEDICINAIS E METABOLITOS SECUNDARIOS

A finalidade do uso de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos para a
recuperacdo da saude € uma pratica generalizada, sendo o resultado do acumulo secular de
conhecimentos empiricos sobre a acdo dos vegetais por diversos grupos étnicos. Por diversas
vezes, 0 uso desses recursos € estimulado de maneira pouco criteriosa, contudo o0s
conhecimentos empiricos acumulados no passado (tradicdo cultural) e os cientificos
desenvolvidos, ao longo do tempo, principalmente com a conducdo de ensaios clinicos
randomizados, mostram que as plantas medicinais e os medicamentos fitoterapicos tém acédo
terapéutica (ALEXANDRE et al., 2005).
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As plantas medicinais tém sido a base dos principais recursos para a saude desde a
antiguidade, endossada pelos dados da Organizacdo Mundial de Saude, de que 80% da
populacdo mundial utilizam estas plantas ou preparacdes destas no que se refere a atencéao
primaria de saiude. O reconhecimento de seu valor como recurso clinico, farmacéutico e
econdmico tem crescido progressivamente em varios paises, 0s quais vém normatizando e
legislando acerca dos diferentes critérios de seguranca, eficacia e qualidade que deve envolver
esses produtos. Resultado da insercdo da fitoterapia na Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares do SUS, pactuada pela Comissdo Tripartite pela Portaria n°
971 de 05/ 2006 (BRASIL, 2006).

A saude, entendida como direito do cidaddo e dever do Estado, leva todos os
profissionais da area de salde a refletir sobre as acGes e ferramentas que possam ser usadas
com vistas a promoc¢do e manutencdo da salde primaria e, consequentemente, uma melhor
qualidade de vida. Ainda, considera-se que cada vez mais se tém voltado os olhos a busca das
plantas medicinais e/ou seus derivados como agentes terapéuticos naturais. O estimulo ao uso
destes fitoterapicos tem como objetivo: prevenir, curar ou minimizar os sintomas das doencas,
com um custo mais acessivel a populacdo e aos servigos publicos de saude, comparativamente
aqueles obtidos por sintese quimica (TOLEDO et al., 2003).

A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo
notadamente nestes Ultimos anos, ao ponto que atualmente o mercado mundial de
fitoterapicos gira em torno de aproximadamente 22 bilhdes de délares. Enquanto o mercado
mundial de medicamentos quimicos cresce 4% ao ano, o mercado fitoterapico cresce até 15%
ao ano. Acredita-se que hoje 25% de todas as prescricbes mundiais sdo de fitoterapicos. Essas
razdes para o crescimento desta cultura passam cada vez mais a ter aceitacdo do mercado
consumidor (FILHO et al., 2001).

Os fitoativos sdo componentes quimicos que conferem as plantas medicinais, atividade
terapéutica e sdo provenientes do metabolismo secundario das plantas (ROPERTO e OKA,
2000). Podem ser divididos em trés grupos quimicamente distintos: terpenos, compostos
fenolicos e compostos nitrogenados (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos quimicos evolutivamente selecionados para
conferir vantagens adaptativas as plantas. Essas substancias participam diretamente das
interacdes bioguimicas de convivéncia e comunicacao entre as plantas e 0s varios organismos
vivos no sistema ambiental. Ao longo do processo evolutivo as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa para sua sobrevivéncia. Dentre as formas de protecdo adquiridas,

foram desenvolvidas rotas biossintéticas — hoje conhecidas como metabolismo secundario —
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para producdo de substdncias nocivas e tdxicas aos inumeros parasitas e predadores
(SALISBURY e ROSS, 1992).

Em principio, chegou-se a acreditar que esses compostos oriundos de rotas alternativas
eram apenas simples residuos do metabolismo. Entretanto, sabe-se atualmente que as
principais fung¢des dos produtos do metabolismo secundério s&o: atuar como agentes de defesa
para combate de organismos patogénicos, insetos fitéfagos e herbivoros predadores; e atuar
como agentes de competicdo para modificacdo do comportamento germinativo e do
crescimento de espécies vegetais estranhas. A capacidade estimulatéria de tais compostos
também é destacada, jA& que podem servir como atraentes de animais polinizadores e
dispersores de sementes, promovendo assim a perpetuacdo de uma dada espécie. Taninos,
alcaldides, terpenos, esteroides, flavondides, cumarinas, xantonas, lignanas, fenilpropandides,
acetofenonas, cromanos, quinonas, derivados do acido benzoico e da acetofenona séo classes
representativas de metabdlitos secundarios de plantas (SCHEUERMANN e JUNIOR, 2005).

Os estudos fitoquimicos compreendem as etapas de isolamento, elucidagéo estrutural e
identificacdo dos constituintes mais importantes do vegetal, principalmente de substancias
originarias do metabolismo secundario, responsaveis, ou nao, pela acdo biologica. Esses
conhecimentos permitem identificar a espécie vegetal, conjuntamente com ensaios de
atividade biologica, analisar e caracterizar fragGes ou substancias bioativas. Ressalta-se ainda
a importancia para o desenvolvimento de fitoterapicos no estabelecimento de marcadores
quimicos, que sdo indispensaveis para o planejamento e monitoramento das acles de
transformacdo tecnoldgicas aliado a estudos de estabilidade dos produtos intermediario e
final. Para isso, o conhecimento da estrutura quimica tem especial relevancia no caso de
substancias facilmente degradaveis por fatores tais como luz, calor e solventes, atrelados ao
processo tecnologico (TOLEDO et al., 2003).

No cultivo de espécies medicinais, diversas condi¢cbes ambientais podem contribuir
para maximizar a producdo de principios ativos, mas com comprometimento da producéo de
fitomassa, na maioria das vezes. Dentre os fatores que podem ocasionar essas variagoes, a luz
e a nutricdo das plantas estdo entre os mais importantes. A disponibilidade de luz é um dos

fatores que mais afeta o desenvolvimento vegetal (MARTINS et al., 1994).
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2.2.1 Fatores que influenciam a producéo de metabolitos secundarios

Os metabolitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente circundante, portanto, sua sintese é frequentemente afetada por condicdes
ambientais (KUTCHAN, 2001).

Os principais fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de producdo de
metabolitos secundarios incluem sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicédo
atmosférica, inducdo por estimulos mecéanicos ou ataque por patdgenos. Deve ser enfatizado,
porém, que os estudos sobre influéncia destes fatores na producéo de metabolitos secundarios
geralmente tém se limitado a um grupo restrito de espécies, predominantemente ocorrentes
em regides temperadas, muitas das quais sdo comercialmente importantes e podem ter sofrido
fortes pressdes seletivas antrOpicas visando certas caracteristicas desejadas. Seu
comportamento, portanto, nem sempre € representativo de plantas selvagens ou de outros
tipos de habitat (GLOBBO-NETO e LOPES, 2007).

A época em gue uma droga é coletada € um dos fatores de maior importancia, visto
que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo é constante
durante 0 ano (GLOBBO-NETO e LOPES, 2007). Os casos mais frequentemente relatados
envolvem plantas e/ ou metabdlitos empregados na terapéutica, podendo ser citados como
exemplo, as folhas de Digitalis obscura L., que apresentam as menores concentracdes de
cardenolideos, como o lanatosideo na primavera e uma fase de rapido acimulo no verdo,
seguida por uma fase de decréscimo no outono (ROCA-PEREZ et al., 2004). As
concentracdes de hipericina e pseudo-hipericina na erva de Séo Jodo (Hypericum perforatum
L., utilizada no tratamento de depressdes leves a moderadas) aumentam de cerca de 100 ppm
no inverno para mais de 3000 ppm no verdo (SOUTHWELL e BOURKE, 2001).

A idade e o desenvolvimento da planta também sdo de consideravel importancia e
podem influenciar a quantidade total de metabdlitos produzidos e as proporces relativas dos
componentes da mistura. E o caso, por exemplo, das lactonas sesquiterpénicas produzidas em
Arnica Montana L., consideradas os principais principios ativos desta planta utilizada como
antiinflamatoria; enquanto plantas jovens acumulam majoritariamente derivados da
helenalina, a concentracdo destes compostos é reduzida para praticamente zero apos
aproximadamente seis semanas contadas a partir da formagéo das folhas; por outro lado, os
niveis de compostos do tipo diidrohelenalina aumentam muito e entdo se mantém constantes
por um longo periodo (SCHMIDT et al., 1998).
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A faixa em que ocorrem as varia¢des anuais, mensais e didrias na temperatura € um
dos fatores que exerce maior influéncia no desenvolvimento da planta, afetando, portanto, a
producdo de metabolitos secundarios. As baixas temperaturas tém influéncias significantes
nos niveis de metabolitos secundarios. E relatada, por exemplo, uma correlagio positiva entre
a intensidade e a duragéo do frio imposto a mudas de milho (Zea mays L.) e a abundancia de
antocianinas e mRNA para as enzimas chaves da via fenilpropanoidica, tais como PAL
(fenilalanina-aménia-liase) e chalcona sintase (CHRISTIE et al., 1994).

Fatores fisiologicos criticos, tais como fotossintese, comportamento estomatico,
mobilizacdo de reservas, expansdo foliar e crescimento, podem ser alterados por estresse
hidrico e, consequentemente, levar a alteracdes no metabolismo secundario (BAZAAZ et al.,
1987). Exemplos da influéncia do indice pluviométrico na producdo de metabdlitos
secundarios pode ser observado na correlacdo positiva de alguns dos componentes do 6leo
essencial de Santolina rosmarinifolia L. e a correlacdo negativa entre a produgdo de
saponinas, como a lemmatoxina em Phytolacca dodecandra L"Hér, com os niveis de
precipitacdo (NDAMBA et al., 1993).

As diferentes espécies de plantas estdo adaptadas a uma enorme variacdo na
intensidade e qualidade de incidéncia luminosa. Além disso, existe uma crescente
preocupacdo com os efeitos do aumento de radiacdo ultravioleta (UV-B, 280-320 nm),
decorrente da deplecdo da camada de ozénio. Existe uma correlacdo positiva bem estabelecida
entre intensidade de radiacdo solar e producdo de compostos fendlicos, tais como flavonoides,
taninos e antocianinas (PARE et al., 1997). Isso pode ser explicado, principalmente no caso
de flavondides e fenilpropanoides correlatos, pela protecdo contra a foto-destruicdo
proporcionada por estes metabolitos ao absorver e/ou dissipar a energia solar, dificultando
assim a danificacdo dos tecidos mais internos pela radiacdo UV-B (GRACE et al., 2000).

Estudos mostram que a intensidade de luz é um fator que também influencia a
concentracdo e/ou composicdo de outras classes de metab6litos secundarios, como
terpendides, glicosideos cianogénicos e alcaldides (HIRATA et al., 1993). Foi demonstrado,
por exemplo, que no manjericdo (Ocimum basilicum L.) e no tomilho (Thymus vulgaris L.),
duas plantas utilizadas na medicina popular e como condimentos, o completo
desenvolvimento de tricomas glandulares, onde os 0leos essenciais sdo armazenados, € luz-
dependente (LETCHAMO et al., 1994).

Observa-se que a deficiéncia nutricional usualmente resulta em aumento nas
concentragfes de metabolitos secundarios, exceto no caso da deficiéncia de nitrogénio e

enxofre, em que a producdo de metabdlitos secundarios contendo estes elementos €
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diminuida. A producdo global de metabolitos nitrogenados por uma planta (alcaldides,
glicosideos cianogénicos e glucosinolatos) geralmente € aumentada com a maior
disponibilidade de nitrogénio no solo. Entretanto, como consequéncia do aumento da
biomassa da planta, a concentracdo destes nos tecidos pode diminuir. Além disso, existem
evidéncias de que ndo é somente a disponibilidade ambiental de nitrogénio em si que
influencia o metabolismo secundario, mas sim a quantidade deste que é incorporada aos
tecidos da planta (HOFT et al., 1996). Ha pouca informacao disponivel sobre o impacto de
micronutrientes na producdo de metabolitos secundarios em plantas. Foi mostrado, por
exemplo, que o fornecimento de manganés e molibdénio, através do borrifamento das folhas
com solugdes de sais destes elementos, durante o desenvolvimento de Digitalis grandiflora
Mill (dedaleira) leva a um aumento de mais de duas vezes no conteido de heterosideos
cardioativos (LETCHAMO, 1986).

A altitude também exerce efeitos sobre o desenvolvimento e a produgdo de
metabdlitos secundarios em plantas, apesar de existirem relativamente poucos estudos neste
sentido. A correlacdo positiva geralmente existente entre o contetdo total de flavonoides e a
altitude, por exemplo, é de particular interesse farmacéutico, uma vez que estes sdo
constituintes ativos de um grande numero de plantas medicinais. Esta correlacdo pode ser
explicada pela maior susceptibilidade a radiacdo UV em altitudes maiores, uma vez que 0s
flavonoides sdo reconhecidos por propiciarem protecdo a radiacdo e seus efeitos (VEIT et al.,
1996).

Os poucos trabalhos sobre alteragdes no metabolismo secundario decorrentes de
poluicdo atmosférica sdo, de modo geral, bastante limitados e voltados principalmente para as
consequéncias de niveis elevados de Oz ou de CO, no metabolismo de derivados fendlicos. A
fumigacéo das folhas de soja (Glycine max L. (Merrill) com O3 (de 0,25 a 1 uL L-1 por 3 h),
paralelamente aos danos foliares, levou a um maior acimulo dos isoflavonoides cumestrol,
daidzeina e sojagol; NO, e SO, também causaram um actmulo, porém bem menor, destes
isoflavonoides (KEEN et al., 1975).

2.2.2. Producéo de 6leo essencial e luz

Os Oleos essenciais constituem uma classe de metabolitos secundarios muito
importantes. Sao extraidos de plantas através da técnica de arraste a vapor, na grande maioria
das vezes, e também pela prensagem do pericarpo de frutos citricos, que no Brasil dominam o
mercado de exportagdo. S&o compostos principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos e de

fenilpropanoides, metabdlitos que conferem suas caracteristicas organolépticas (BIZZO,
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2009). Sao considerados um dos mais importantes sob o ponto de vista econémico, embora de
significancia para apenas 0,1 % das plantas, sdo liquidos, evaporam sem deixar residuos,
possuem peso especifico menor que a agua, séo insollveis em agua e geralmente incolores,
podendo apresentar outras coloraces, como amarelados e azulados (ROPERTO e OKA,
2000).

Constituem os elementos volateis contidos em muitos Orgdos vegetais, e, estdo
relacionados com diversas funcGes necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel
fundamental na defesa contra microrganismos (SIQUI et al., 2000). Ainda, tem sido
estabelecido que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem propriedades antiflngicas e 35%
exibem propriedades antibacterianas (BHAVANANI e BALLOW, 1992).

A luz influencia diretamente o crescimento e o desenvolvimento das plantas, causando
alteracdes morfofisioldgicas e, indiretamente, o teor e composicdo de metabolitos especiais,
como os 6leos essenciais (VALIO, 2001; VILELA e RAVETTA, 2000). De forma geral,
estima-se que a luz branca influencia a expressao de 20% do genoma em plantulas de arroz e
Arabidopsis (JIAO et al., 2005).

A PAL- fenilalaniana amonialiase, uma das enzimas mais estudadas no metabolismo
secundario, estd situada em um ponto de ramificacdo entre os metabolismos primério e
secundario, de forma que a reacdo que ela catalisa € uma etapa reguladora importante na
formacdo de muitos compostos fenolicos, que incluem os fenilpropanoides. A atividade da
PAL ¢ aumentada por fatores ambientais, tais como baixos niveis de nutrientes, luz (pelo seu
efeito fitocromo) e infecgéo por fungos (TAIZ e ZEIGER, 2004).

De acordo com Kouki e Manetas (2002), a disponibilidade de recursos também
promove efeitos regulatérios na atividade de enzimas chaves da rota biossintética de
metabolitos secundarios. Janas et al. (2000) ressaltam que a atividade da fenilalaniana
amonialiase e o0 acimulo de fendlicos ocorrem como consequéncia de estresses bidticos, como
infecgdo por microorganismos, ataque de insetos e herbivoro (Rivero et al., 2001) e estresses
abidticos como a luz (Lavola et al., 2000).

A intensidade luminosa, o fotoperiodo, a temperatura e a nutricdo do solo podem
influenciar diretamente na produgdo do o6leo, ou indiretamente, através do aumento de
biomassa das plantas de espécies produtoras de oOleos essenciais (LIMA et al., 2003,
RODRIGUES et al., 2004, VALMORBIDA et al., 2006).

A disponibilidade de luz para as plantas pode interferir no seu desenvolvimento
vegetativo. Espécies podem ser agrupadas em dois grandes grupos: pioneiras (heli6fitas) que

requerem radiacdo solar direta para a germinacdo e o crescimento satisfatorio de suas
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plantulas, e climax (umbrdéfilas), que sdo tolerantes ao sombreamento inicial, podendo
germinar, sobreviver e desenvolver-se sob dossel fechado, com pouca luz (RAMOS et al.,
2004).

Uma iluminacdo satisfatoria influencia na sintese de 6leo essencial. Um local pouco
iluminado pode ser suficiente para o crescimento das folhas, mas com poucos principios
ativos (RIVAS, 2003). Como forma de adaptacdo as condigdes adversas, as plantas tém como
estratégia se adaptar a diversas condi¢fes luminosas e a essa adaptacdo da-se o nome de
plasticidade. Essa plasticidade estrutural estd associada a uma funcdo compensatéria das
folhas de sombra a diminuicdo proporcional da fotossintese e & diminui¢do da intensidade
luminosa, visto que tais folhas aproveitam melhor a luminosidade, em comparagdo com
aquelas ndo adaptadas a esse fator (LARCHER, 2000).

Segundo Pinto et al. (2007), cada espécie responde de maneira distinta ao
sombreamento. A variabilidade genética e o tipo de fotossintese detém forte influéncia sobre
tal produtividade (TAIZ e ZEIGER, 2009). A adaptacdo das plantas as condic¢des climaticas
submetidas também influencia na quantidade do principio ativo de interesse (PINTO et al.,
2007).

Diferentes espécies medicinais tém sido estudadas com a finalidade de determinar a
iluminacdo satisfatéria para maximizar o rendimento do ponto de vista da producédo de 6leo
essencial.(SIMOES et al., 2007).

A luz pode influenciar os niveis e a composicdo do 0Oleo essencial, dependendo da
espécie. Li et al. (1996), trabalhando com tomilho (Thymus vulgaris L.), observaram que o
teor de 6leo essencial foi mais alto em plantas cultivadas a pleno sol. Plantas de erva-cidreira
(Lippia Alba (Mill) N. E. Brown) submetidas a um nivel maior de irradiancia (pleno sol)
tiveram elevacédo no teor de 6leo essencial (VENTRELA e MING, 2000). Ainda pode ocorrer
de espécies terem o percentual de producdo de 6leo essencial aumentado quando cultivadas
em condigdes de sombreamento, como Plectranthus neochilus Schlechter (ROSAL, 2008).

Peer et al. (1999), estudando erva boa- Satureja douglasii (Benth.) Brig., Lamiaceae,
verificaram a presenca de muitos monoterpenos em folhas e estes apresentaram diferengas em
sua composicdo, em decorréncia dos niveis de radiacdo, como exemplo a isomentona. Em
tomilho (T. vulgaris), a composicdo do 6leo essencial foi afetada significativamente por niveis
de radiacdo. Houve mudancas no contetdo de fenois, e em particular, no conteddo de
hidrocarbonetos monoterpénicos do 6leo essencial, devido as diferencas em intensidades

luminosas. O maior nivel de timol foi obtido em maior intensidade luminosa (LETCHAMO et
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al., 1994). Mudas de Pothomorphe umbellata (L.) Miquel apresentou 0 maior teor de 6leo
essencial em plantas com 30% e sombreamento (MATTANA et al., 2010).

2.3. PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES

A fotossintese corresponde ao processo pelo qual, ocorre sintese de agucares, atraves
da luz. As células do mesofilo possuem cloroplastos, que contém pigmentos verdes
especializados na absorcdo de luz, as clorofilas. Em suma, durante a fotossintese, a planta
utiliza energia solar para oxidar a agua, liberando consequentemente oxigénio, e para reduzir
o0 diéxido de carbono, assim produzindo grandes compostos carbonados (TAIZ e ZEIGER,
2004).

Além das clorofilas, existem também os carotenoides, que sdo pigmentos presentes
nos vegetais, capazes de absorver a radiacdo visivel, desencadeando as reacGes fotoquimicas
da fotossintese, processo essencial para a sobrevivéncia vegetal. A qualidade espectral é fator
importantissimo para a fotossintese. O tipo e a quantidade de carotenoides dentro do aparato
fotossintético dependem da qualidade e quantidade de luz. Conforme o pigmento, diferente €
a faixa espectral absorvida para desencadear o processo fotossintético, a exemplo da clorofila
a tem absorcdo méaxima na faixa do azul e vermelho, onde esta o espectro de acéo para a
fotossintese (MACMAHOM et al., 1991).

As clorofilas sdo moléculas formadas por complexos derivados da porfirina, tendo
como atomo central o Mg (magnésio). Esse composto é uma estrutura macrociclica
assimétrica totalmente insaturada constituida por quatro anéis de pirrol. Esses anéis numeram-
se dela4 oude “a” a“d”, de acordo com o sistema de numeracgéo de Fisher. As clorofilas a e
b encontram-se na natureza numa proporcdo de 3:1, respectivamente, e diferem nos
substituintes de carbono C-3. Na clorofila a, o anel de porfirina contém um grupo metil (-
CH3) no C-3 e a clorofila b (considerada um pigmento acessério) contém um grupo aldeido (-
CHO), que substitui o grupo metil-CH3 A estabilidade da clorofila b deve-se ao efeito atrativo
de elétrons de seu grupo aldeido no C-3 (SCHOEFS, 2002). A clorofila b é sintetizada através
da oxidacao do grupo metil da clorofila a para um grupo aldeido. No entanto, muitos estudos
tém sido realizados para elucidar a biossintese da clorofila b, mas as rotas para a formagéo da
clorofila b ou das proteinas envolvidas ainda ndo foram completamente elucidadas. A
clorofila a € convertida em clorofila b através de uma enzima chamada clorofila a oxigenase,

que catalisa a conversdo do grupo metil ao grupo aldeido (TANAKA et al., 1998).
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As clorofilas localizam-se nos cloroplastos, sendo esta organela o continente da
fotossintese, isto é, onde ocorrem as duas rea¢Ges importantes: a fotoquimica, nas membranas
dos tilacoides e a bioquimica, no estroma do cloroplasto. Tais organelas, além das clorofilas,
contém outros pigmentos chamados acessorios, como os carotenoides (carotenos e xantofilas).
As ligagdes entre as moléculas de clorofilas sdo muito frageis (ndo-covalentes), rompendo-se
com facilidade ao macerar o tecido em solventes orgénicos. O carater hidrofilico/hidrofobico
de uma substéncia influi diretamente na escolha do melhor solvente para a sua extracdo. Os
solventes polares como a acetona, o metanol, o etanol, o acetato de etila, a piridina e a
dimetilformamida sdo os mais eficazes para a extracdo completa das clorofilas. Os solventes
apolares como o hexano e o éter de petréleo sdo os menos eficazes. No caso das clorofilas a e
b, o aumento da polaridade da clorofila b em relagdo a clorofila a deve-se ao substituinte
aldeido (MUSSI, 2003).

Figura 2: Estrutura quimica da clorofila a e clorofila b.
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Fonte: Streit et al., 2005.

Carotenoides sdo pigmentos lipossoluveis, amarelos, laranjas e vermelhos, presentes

em muitas frutas e vegetais. Em plantas superiores, estdo localizados em organelas
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subcelulares (cloroplastos e cromoplastos). Nos cloroplastos encontram-se associados
principalmente a proteinas e sdo, normalmente, mascarados pela presenga de outros
pigmentos clorofilicos dominantes. Atuam como pigmentos fotoprotetores na fotossintese e
como estabilizadores de membranas. Nos cromoplastos, eles sdo depositados na forma
cristalina (ex. tomates e cenouras) ou como goticulas de 6leo (ex. manga e paprica) (KURZ et
al., 2008).

Os carotenoides sdo biossintetizados principalmente por algas, plantas, bactérias,
fungos e os animais devem obté-los desses alimentos. O conteddo de carotenoides nas frutas e
vegetais depende de varios fatores como: variedade genética, estadio de maturacéo,
armazenamento pés-colheita, processamento e preparo (CAPECKA et al., 2005).

Do ponto de vista quimico, carotenoides sdo compostos polisoprenoides e podem ser
divididos em dois grandes grupos: (a) carotenos ou carotenoides hidrocarbonos: compostos
apenas de carbono e hidrogénio (ex. o ¢ B-caroteno e licopeno) e (b) xantofilas: que séo
derivados oxigenados dos carotenos e contém pelo menos uma fungdo hidroxi, ceto, epoxi,
metoxi ou &cido carboxilico (ex. luteina, zeaxantina e astaxantina) (QUIROS e COSTA,
2006).

A caracteristica estrutural comum dos carotenoides é a cadeia polieno, um longo
sistema de ligacdo dupla conjugada, que forma a “espinha dorsal” da molécula e influencia
suas propriedades quimicas, fisicas e bioquimicas. Esta cadeia pode apresentar grupos
terminais ciclicos, que apresentam substituintes contendo oxigénio. O sistema conjugado e
rico em elétrons do polieno € responsavel pela atividade antioxidante dos carotenoides: tanto
na absorcdo do oxigénio singlet quanto de radicais livres, para interromper as reacfes em
cadeia onde eles estdo envolvidos (QUIROS e COSTA, 2006).

O pB-caroteno é o carotenoide que possui maior atividade de provitamina A e é
encontrado em diversos vegetais como cenoura, abobora, manga e mamdo. Ha uma
significativa associagdo entre baixas concentragdes de [3-caroteno no plasma e aumento da
incidéncia de infarto do miocardio. Uma dieta rica em -caroteno ja foi associada ao menor
risco de morte prematura devido as doencas coronarianas (BELLIZZI et al., 1994).

Luteina e zeaxantina sao xantofilas resultantes do processo de hidroxilacdo de a-
caroteno e -caroteno, respectivamente, que possuem atividade de provitamina A. Durante a
maturacgdo dos frutos, a conversao a luteina e zeaxantina provocam uma diminui¢ao nos niveis
de a-caroteno e B-caroteno. Estudos epidemioldgicos e clinicos mostraram que baixa ingestdo
ou baixa concentracdo desses carotenoides no plasma esta associada com a degeneragédo

macular. Os beneficios desses dois carotenoides em humanos ndo param na saude dos olhos.
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Estudos recentes sugerem que eles podem manter a satde do coragdo por reduzirem 0s riscos
de doencas cardiovasculares e protegem a pele dos danos causados por radiagdo UV
(SANTOCONO et al., 2007).

Licopeno € um isémero aciclico do B-caroteno, com atividade de pro-vitamina A, que
estd presente em muitas frutas e vegetais. Devido ao grande nimero de ligacbes dienos
conjugadas, o licopeno é um dos mais potentes absorvedores de oxigénio singleto entre os
carotenoides naturais e funciona como um antioxidante muito potente. Aleém disso, ele é capaz
de reduzir a mutagénese e, em concentracdes fisioldgicas, pode inibir o crescimento de células
humanas cancerigenas, especialmente em cancer de prostata, sem evidéncia de efeitos toxicos
ou apoptose celular. Umas das fontes vegetais mais ricas em licopeno é o tomate
(SCOLASTICI et al., 2007).

Figura 3: Estruturas moleculares de carotenoides encontrados nos vegetais.
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Fonte: Silva et al., 2010.
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Geralmente ha uma extensa diversidade de respostas das plantas a intensidade
luminosa (SCALON e ALVARENGA, 1993).

Segundo alguns autores os parametros morfolégicos e fisiologicos mais utilizados para
verificar a qualidade de mudas de espécies arbOreas submetidas a diferentes niveis de
sombreamentos sdo altura da planta, massa seca total, relacdo clorofila a/b, conteldo de
clorofila total e carotenoide total (CHAVES e PAIVA, 2004).

A energia absorvida pelos pigmentos € transferida para sitios bem definidos,
localizados sobre as membranas tilacoides, os chamados centros de reagdo. Ha dois centros de
reacdo, um deles absorvendo em 680nm e outro em 700nm, os quais interagem entre si
através de transportadores de elétrons. E a partir da molécula de clorofila, a qual absorve em
680nm no espectro visivel, que os elétrons oriundos da agua sdo transferidos para a cadeia
transportadora de elétrons da fotossintese (KLUGE, 2004).

As plantas utilizam-se da radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA ou PAR) que esta
compreendida entre 390 e 760nm (a chamada luz visivel). Cada molécula de clorofila pode
absorver apenas 1 quantum de energia de cada vez, o0 que causa excitacdo de um determinado
elétron de um dos dtomos da molécula. Os elétrons que estdo em orbitais no estado estavel do
atomo recebem a energia e podem se deslocar para orbitais mais distantes do nucleo, a uma
distdncia que é proporcional a energia de um foton que absorveu. A molécula do pigmento
encontra-se, entdo, no estado excitado, e € esta energia de excitacdo que é usada na
fotossintese. As clorofilas e outros pigmentos permanecem no estado excitado por periodos
muito curtos e a energia é perdida por calor ou por fluorescéncia (ROMANO, 2001).

O ambiente de luz em que a planta cresce é de fundamental importancia, pois a
adaptacdo das plantas a este ambiente depende do ajuste de seu sistema fotossintético, de
modo que a luminosidade ambiental seja utilizada de maneira mais eficiente possivel. As
respostas destas adaptacdes serdo refletidas no crescimento global da planta. As plantas que
crescem em ambientes com muita luz tém frequentemente caracteristicas estruturais e
quimicas que reduzem a quantidade de luz que alcanga o cloroplasto. As reacdes de luz sdo
componentes eficientes do sistema bioguimico. Nestas reagdes, até 20% da luz absorvida
pode ser convertida em energia utilizavel, ATP (ENGEL e POGGIANI, 1991).

Para inferir a contribuicdo de diferentes processos fisiologicos nos vegetais, analises
morfolégicas sdo simples e precisas, sendo Util no estudo de variagGes entre plantas sob
diferentes condi¢des de luminosidade. Como as alteragdes na disponibilidade de radiagédo

solar em um ambiente podem influenciar também a quantidade de clorofila total, assim como
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a fracdo de clorofila a em relacdo a clorofila b (WHATLEY e WHATLEY, 1982) e
carotenoides (DEMMIG-ADAMS, 2006), é importante a determinacdo dos teores de
pigmentos fotossintéticos quando se quer fazer inferéncia a acdo da luminosidade sobre

caracteres fisiolégicos em plantas (LIMA et al., 2011).

2.4. LUZ E ANALISE DE LIPIDIOS, NITROGENIO, PROTEINAS E CINZAS

Folhas expostas a luz plena podem apresentar diferentes respostas de crescimento,
diferente daquela encontrada em folhas de sombra. Folhas de sol normalmente acumulam
maiores proporcOes de lipidios, amido soltvel e hidratos de carbono. Foi relatado que a
quantidade de proteinas encontrado em folhas de sol foi maior do que em folhas de sombra,
enquanto que folhas de sombra continham aminoacidos mais solaveis (MELETIOU-
CHRISTOU et al., 1994).

Em decorréncia do ciclo anual das espécies é evidente que a degradacdo de amido,
acucares soluveis, nitrogénio, lipidios, cinzas sdo dependentes das condi¢des climaticas,
incluindo diferentes niveis de luminosidade (MELETIOU-CHRISTOU et al., 1994).

2.5. LUZ E MORFOLOGIA FOLIAR

A luz é um fator ambiental de fundamental importancia para as plantas devido a acédo
direta ou indireta na regulacdo do crescimento e desenvolvimento vegetal. As adaptacoes
sofridas pelas plantas na maquinaria fotossintética em resposta as condi¢fes de luminosidade
ambiental podem alterar de forma significativa o desenvolvimento vegetal (ENGEL e
POGGIANI, 1991). A luz influencia a anatomia foliar tanto nos primeiros estadios de
desenvolvimento quanto na fase adulta, pois a folha é um 6rgédo bastante plastico e a estrutura
interna adapta-se as condicOes de luz do ambiente. A influéncia da luz sobre a anatomia foliar
pode ser avaliada de acordo com a intensidade, qualidade e quantidade da luz (BOARDMAN,
1977). Apesar da confirmacdo dos efeitos da qualidade espectral sobre as plantas, as respostas
sdo muito varidveis em funcdo das espécies. Portanto, a utilizacdo efetiva de filtros espectrais
como reguladores do crescimento de plantas depende do conhecimento de quais faixas do
espectro estdo envolvidas nas respostas de crescimento de cada planta (MCMAHON e
KELLY, 1995).

A radiacdo solar é um fator fundamental ao crescimento e desenvolvimento vegetal,

seja através de processos fotomorfogénicos ou fotossintéticos (LARCHER, 2000). A
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adaptacdo da estrutura interna das folhas, no periodo de crescimento, aos diferentes niveis de
luz do ambiente € considerada uma plasticidade adaptativa comum a espécies que apresentam
amplo potencial de aclimatacdo (WHATLEY e WHATLEY, 1982). Essa plasticidade
estrutural estd associada a uma funcdo compensatoria de folhas adaptadas a sombra, a
diminuicdo proporcional da fotossintese e a diminuicdo da intensidade luminosa, visto que
tais folhas aproveitam melhor a luminosidade, em comparagdo com aquelas ndo adaptadas a
esse fator (LARCHER, 2000).

A qualidade espectral pode afetar estruturas anatbmicas das folhas, parecendo exercer
maiores efeitos durante a expanséo foliar, fazendo com que as plantas exibam um alto grau de
plasticidade fisioldgica e anatbmica para mudancas na qualidade de luz (SCHUERGER et al.,
1997). Associadas as funcdes que as folhas desempenham na planta, estes orgdos exibem
variacGes aprecidveis na sua estrutura para manter a funcionalidade e, assim, melhorar a
adaptabilidade das plantas aos diferentes ambientes.

Alem das modificagbes que ocorrem nos tecidos fotossintetizantes do mesofilo,
diversos trabalhos mostram diferencas nos niveis de intensidade luminosa influenciando
mudancas significativas na densidade estomatica, nimero e tamanho das células epidérmicas,
namero de tricomas, tamanho dos espacos intercelulares e esclerificacdo de tecidos (NERY et
al., 2007) Dentre esses fatores, os estdmatos apresentam grande importancia em estudos
anatdmicos, envolvendo diferentes ambientes e niveis de radiacdo, uma vez que o aumento da
frequéncia estomatica em folhas expostas a elevada irradiancia pode ser um mecanismo
importante de adaptacdo das especies a uma condicdo estressante (ABRAMS e
MOSTOLLER, 1995).

InformacBes sobre as variacbes da morfologia foliar das espécies medicinais
consorciadas em diferentes condi¢des de luminosidade podem contribuir para o delineamento
de métodos de cultivo de acordo com a exigéncia de luz de cada espécie. Deste modo, as
caracteristicas morfoldgicas representam do ponto de vista produtivo, um fator importante
tanto na safra que se pretende obter quanto na qualidade da droga vegetal fabricada a partir da
matéria prima cultivada (ESPINDOLA JUNIOR et al., 2009).

Alguns estudos tém evidenciado a plasticidade fisioldgica de espécies vegetais em
relacdo a radiacéo fotossinteticamente ativa disponivel por meio de avaliagfes de crescimento
inicial em relacdo a diferentes niveis de sombreamento (ALMEIDA et al., 2004). Segundo
Paiva et al. (2003), mudas de cafeeiro crescendo sob um sombreamento de 50% apresentam
um maior crescimento vegetativo em relacdo as mudas formadas em sombreamentos de 30%

e 90 % e em pleno sol. Para a espécie arbdrea pata-de-vaca (Bauhinia forficata Link.),
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verificou-se que o tratamento de 30% de sombreamento mostrou-se 0 mais indicado para o
crescimento inicial dessas plantas (ATROCH et al., 2001).

A adaptacdo das plantas ao ambiente de luz depende do ajuste de seu aparelho
fotossintético, de modo que a luminosidade ambiental seja utilizada de maneira mais eficiente
possivel, sendo, as respostas dessa adaptacdo refletidas no crescimento global da planta.
Assim, a eficiéncia do crescimento pode estar relacionada com a habilidade de adaptacdo das
plantulas e as condicGes de intensidade luminosa do ambiente; frequentemente as analises do
crescimento sdo utilizadas para indicar o grau de tolerdncia das diferentes espécies ao
sombreamento (FANTI e PEREZ, 2003).

Vaérias caracteristicas sdo utilizadas para avaliar as respostas de crescimento de plantas
a intensidade luminosa. Entre essas, a area foliar € uma caracteristica para se analisar a
tolerancia a sombra das diferentes espécies, pois ela correlaciona-se diretamente com a area
da superficie fotossintetizante util (ENGEL, 1989).
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3. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a importancia de estudos referente ao cultivo de espécies com
potencial medicinal e a influéncia da luz sobre o crescimento e desenvolvimento de plantas,
este trabalho € importante ao conhecimento de condi¢Ges luminosas para o cultivo de
Tetradenia riparia (Hochst) Codd, popularmente conhecida como incenso, haja vista a
escassez de estudos para esta espécie quanto a radiacdo. Assim, este estudo possibilitara
conhecer a influéncia de diferentes condicbes de luminosidade sobre aspectos
morfofisioldgicos e de producdo e composicdo de dleo essencial, o qual é fundamental a
importancia da espécie como planta medicinal.

Nesse sentido este trabalho contribuird no @mbito tecnoldgico a melhoria nas técnicas
de cultivo que favorecam a exploracdo quantitativa e qualitativa de 6leos essenciais assim
como no ambito cientifico quanto a ampliacdo de conhecimentos na area de fotomorfogénese

e a possivel obtengdo de moléculas protétipos para a sintese de farmacos.
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4. OBJETIVOS
4.1 Geral

Estudar caracteristicas morfofisiologicas, producao e composicdo de 6leo essencial das

folhas de Tetradenia riparia (Hochst) Codd cultivada em diferentes niveis de sombreamento.

4.2 Especificos

a) Awvaliar a influéncia dos diferentes niveis de sombreamento sobre a area foliar, tamanho
dos estdmatos, densidade estomatica, densidade de tricomas e espessura do mesofilo em
Tetradenia riparia (Hochst) Codd.

b) Observar o efeito dos diferentes niveis de sombreamento sobre a relacéo teor de clorofilas,
carotenoides e andlises de composi¢do centesimal das folhas de Tetradenia riparia
(Hochst) Codd.

c) Analisar o efeito dos diferentes niveis de sombreamento sobre a producdo e composi¢do

de 6leo essencial das folhas em Tetradenia riparia (Hochst) Codd.
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5- METODOLOGIA

5.1. Material vegetal e conducéo dos experimentos

As mudas de Tetradenia riparia (Hochst) Codd foram obtidas no Horto de Plantas
Medicinais da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Goias-
EMATER-GO, propagadas por estaquia e cultivadas nas proximidades do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Goias, Goiania, GO. Apds o estabelecimento
de trés folhas maduras, as mudas foram cultivadas em mini-casas de vegetagéo
completamente cobertas com telas de polietileno pretas produzidas para proporcionar
diferentes niveis de sombreamento, 30%, 50% e 80% e também a pleno sol, constituindo os
tratamentos.

Vinte mudas por tratamento foram cultivadas em janeiro de 2013 em sacos plasticos
com capacidade de 3 litros, utilizando-se substrato comercial de terra escura e regadas
diariamente. Aos 30 dias e aos 60 dias de cultivo o substrato foi suplementado com 5 g de
NPK 4-14-8.

O experimento foi desenvolvido entre os meses de janeiro a julho do ano de 2013 sob
as condicdes climaticas deste periodo para regido de Goiania (Grafico 1, Gréafico 2 e Gréfico
3). Foi utilizado um porémetro LI-1600 para quantificar o percentual de radiacéo incidente no
interior das mini-casas de vegetacdo onde as plantas foram cultivadas, na altura da copa das
plantas, em relacdo ao ambiente externo em horéario de alta intensidade luminosa ao meio dia.
A tela desenhada para prover 30% de sombreamento estava retendo 38% da radiacéo
fotossinteticamente ativa; a de 50% estava retendo 45%; a de 80% estava retendo 68%.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado.
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Grafico 1: Radiacdo na regido de Goiania nos meses de janeiro a julho de 2013. Fonte:
http://www.inmet.gov.br/portal. Acesso em: 17 jan. 2014.
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Gréfico 2: Temperatura na regido de Goiania nos meses de janeiro a julho de 2013. Fonte:
http://www.inmet.gov.br/portal/. Acesso em: 17 jan. 2014.
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Graéfico 3: Umidade na regido de Goiania nos meses de janeiro a julho de 2013. Fonte:
http://www.inmet.gov.br/portal/. Acesso em: 17 jan. 2014.
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5.2. Extracdo e andlise da composicao de 6leo essencial

A extracdo do Oleo essencial das folhas de Tetradenia riparia foi realizada no
Laboratdrio de Produtos Naturais da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de
Goiés. Foi realizada duplicata para cada tratamento, a partir de 459 de massa fresca, em
plantas no estagio vegetativo a 150 dias de tratamento, coletadas as sete horas da manha, pelo
método de hidrodestilagdo por arraste de vapor d’agua, utilizando-se aparelho Clevenger
modificado, adaptado a um baldo de fundo redondo com capacidade de 1.000 mL. Em cada
repeticdo utilizou-se 500mL de &gua destilada. O hidrolato foi submetido a particdo liquido-
liquido em funil de separacdo, com trés por¢des de 25mL de diclorometano, por 20min cada.
As fracbes organicas de cada repeticdo foram reunidas e secas com uma por¢éo de sulfato de
magnésio anidro. O sal foi removido por filtracdo simples e o solvente, evaporado a
temperatura ambiente em capela de exaustdo até alcancar peso constante, obtendo, assim o
6leo essencial purificado. Os resultados do rendimento 6leo essencial foram expressos em
porcentagem de 6leo essencial (%) em relacdo a massa fresca. Foram retiradas as aliquotas,
cerca de 1 a 2 gotas por tratamento para identificacdo dos compostos e estas armazenadas em
frascos ambar no freezer para posterior analise.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A identificacdo dos compostos do Oleo essencial foi realizada no Laboratorio de
Quimica Organica da Faculdade de Quimica da Universidade Federal de Goias. Foi utilizado
um cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrdmetro de massas (CG/EM) (Shimadzu QP5050)
equipado com coluna capilar (CBP-5; 30 cm x 0,25 mm x 0,25 pm), fluxo de 1,0 mL.min™
de Hélio e a programacdo da temperatura inicial foi realizada a 60° Celsius (2 minutos); com
primeira rampa de aquecimento a 3° Celsius/minutos até 240° Celsius, em seguida o
aquecimento foi de 10° Celsius/minutos até 280° Celsius, mantendo essa temperatura por 10
minutos. Os compostos foram identificados por base de dados computadorizada, usando
biblioteca digital de dados de espectro de massas NIST11/2011/EPA/NIH e por comparacdo
com seus indices de retencdo e espectros de massa auténticos de Adams (2007).

Os indices de retencdo foram calculados através da coinjecdo de uma mistura de
hidrocarbonetos C8-C-32 da marca Sigma-Aldrich e a utilizacdo da equacgédo de Van Den Dool
e Kratz (1963). A composi¢do quimica do 6leo essencial foi apresentada em forma de tabela,

com a porcentagem relativa das substancias obtida por normalizacéo de &rea.
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5.3. Analises morfoldgicas

Foi coletada uma folha do quinto n6 abaixo do apice de cinco plantas de cada
tratamento, aos 150 dias ap06s a exposicdo aos tratamentos experimentais. As analises foram
realizadas no Laboratorio de Anatomia Vegetal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Goias. As folhas foram fixadas em solucdo FAA 70 (formol, &cido
acetico e alcool etilico) por 24 horas e posteriormente conservadas em solucédo de etanol a
70%. Foram preparadas laminas semipermanentes da regido mediana do limbo foliar, a partir
de secdes transversais feitas @ médo livre e com a ajuda de micrétomo. As anélises foram
realizadas em cinco plantas por tratamento, sendo montada para analise quatro laminas de
cada planta, perfazendo um total de vinte amostras analisadas por tratamento. Os cortes
obtidos foram submetidos a coloracdo com fucsina e azul de astra (KRAUS e ARDUIN,
1997). Utilizando fotomicroscopio LEICA DM 500 acoplado a computador com software
para medicdo foi avaliado a espessura do limbo.

Para melhor visualizacdo dos tricomas, da epiderme e estobmatos foi realizado o
processo de diafanizacdo nas amostras da regido mediana das folhas. Foi coletada uma folha
do quinto n6 de cinco plantas tomadas ao acaso de cada tratamento. As amostras da regido
mediana das folhas foram conservadas em etanol 70% e posteriormente processadas seguindo
procedimento adaptado de Johansen (1940): primeiramente foi adicionado a solu¢do de NaOH
10% por 3h, ap6s lavagem em agua destilada por trés vezes, foi adicionada solucdo de
hipoclorito de sddio a 2% até clarear e cloral hidratada (CCI;CHO.H,0) 10% até o material
ficar totalmente translicido. O material foi lavado com agua destilada por 5 vezes e corado
com safranina (por aproximadamente 24h) e montado entre lamina e laminula em gelatina
glicerinada.

Para contagens de estdmatos e tricomas, cinco plantas por tratamento foram utilizadas,
sendo montada duas laminas por planta, perfazendo um total de dez amostras analisadas por
tratamento. As medicdes foram realizadas em microscopio Zeiss MC 80, com o auxilio de
uma camara clara, segundo Labouriau et al. 1961.

Para area foliar foram utilizadas 3 plantas por tratamento e foram coletadas folhas do
primeiro ao quinto n6 com 150 dias de tratamento, medida por meio de medidor de area foliar
modelo LI-COR-3000.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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5.4. Analise de lipidios, nitrogénio total, proteinas totais e cinzas

As analises foram realizadas no Laboratorio de Fisico-quimica da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Goias e no Departamento de Producéo
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Goias. Folhas do
quinto ao décimo né com 120 dias tratamento foram coletadas e colocadas na estufa a 105°
para secagem. Para todas as andlises foram realizadas triplicatas para cada tratamento. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de médias de Tukey a 5% de probabilidade. Todos os dados estdo expressos em

composicao centesimal.

5.4.1. Teor de gordura (extrato etéreo e/ou lipidios)

Realizado segundo o método de extracdo por Soxhlet, descrito nas Normas Analiticas
do Instituto Adolf Lutz (2008), tendo sido utilizados trés gramas de material foliar

pulverizado, empregando-se éter de petréleo como solvente.

5.4.2. Teor de nitrogénio total e proteinas totais

Realizado utilizando-se a metodologia de Kjeldahl (1883). Para o teor de proteinas
totais utilizaram-se os valores obtidos para nitrogénio e multiplicou-se pelo fator de converséo
6, 25 (Association of Official and Agricultural Chemistry, AOAC, 1970). O procedimento
estd descrito nas Normas Analiticas do Instituto Adolf Lutz (2008), o qual se divide em trés
etapas:

* Digestdo: adicionou-se em um tubo de vidro 1 grama de amostra, 7 pérolas de vidro, 1
pastilha catalisadora e 12mL de acido sulflrico concentrado e conectou-se ao equipamento de
digestdo (400°C/120min, até a amostra clarificar).

* Destilagdo: adicionou-se ao tubo 75mL de agua destilada e conectou-se ao destilador. O
destilado foi coletado (até 150mL) em um erlenmeyer contendo 25mL de solucéo receptora de
acido borico 4% . O composto obtido possui coloracao verde.

* Titulacao: Realizada com acido cloridrico 0,1N até a solugdo atingir coloragdo rosa.
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5.4.3. Cinzas

O teor de cinzas foi determinado de acordo com as Normas Analiticas do Instituto
Adolf Lutz (2008), utilizando-se 3 gramas de amostra, sendo o material carbonizado em
aquecedor elétrico (VELP SCIENTIFICA) e incinerado em mufla a 550°C por um periodo de

aproximadamente 7 horas.

5.5. Quantificacdo de clorofilas e carotenoides

A extracdo e quantificacdo das clorofilas, a, b, total e carotenoides foram realizadas no
Laboratorio de Fisiologia Vegetal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Goias. Foram utilizadas trés plantas por tratamento e de cada planta foram coletadas cinco
folhas do quinto ao oitavo n6 as 7 horas da manhd, de plantas com 120 dias de tratamento
experimental. Foram feitas analises em triplicata de cada tratamento. A partir de 1g de matéria
fresca oriunda do terco médio foliar, cada amostra foi homogeneizada em 50 mL de acetona
80%, seguida de trés leituras de cada amostra em espectofotdmetro (Beckman, modelo 640 B)
nos comprimentos de onda 645 e 663 para clorofilas e 470 nm para carotenoides. Todo o
procedimento foi realizado em ambiente sem luminosidade para evitar a degradacdo de
pigmentos. Os teores de clorofila e carotenoides foram expressos em mg.g-1 MF, e
calculados de acordo com as equacbes de Arnon (1949), para clorofilas e Lichtenthaler
(1987), para carotenoides, conforme segue:

Clorofila a = (12,7.A663 2,69.A645/ 1000MS).V

Clorofila b = (22,9.A645 4,68.A663/ 1000MS).V

Raz&o clorofila a/b= clorofila a/b

Clorofila Total = (20,2.A663 2,69.A645 /1000MS).V
Carotenoides = (1000.A470) (1,82.Clor.a) (85,02.Clor.b) (198).V

Em que: A470 = absorbancia a 470 nm; A663 = absorbancia a 663 nm; A645 =
absorbancia a 645 nm; V = volume da amostra (mL); MF = massa fresca da amostra (g). Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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6- RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracteristicas morfoldgicas
6.1.1. Area foliar e espessura do limbo

Para o tratamento de 80% de sombreamento observou-se maior area foliar, seguido
pelo tratamento de 50% de sombreamento. Os tratamentos com 30% de sombreamento e a
pleno sol foram os que apresentaram menor area foliar ndo diferindo significativamente
(Tabela 1).

A espessura do limbo nas folhas de Tetradenia riparia foi maior nas plantas cultivadas
ao tratamento pleno sol. Nos demais tratamentos, 30%, 50% e 80% de sombreamento, houve
reducdo da espessura do limbo e ndo se observaram diferengas significativas entre esses

tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1: Area foliar (cm?) e espessura do limbo (um) de Tetradenia riparia (Hochst)

Codd cultivada em diferentes niveis de sombreamento.

Niveis de sombreamento Caracteristicas morfoldgicas
Area foliar (cm?) Espessura do limbo (um)
Pleno sol 7,22 C+037 379,41 a+025
30% 7,86 C+0,42 340,11 b +0,14
50% 10,84 b 0,24 339,35 b +0,24
80% 13,05a 0,29 348,29 b +0,10

Média de trés plantas por tratamento para analise de &rea foliar. Média de vinte amostras por
tratamento para analise de espessura do limbo. Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem
entre si pelo teste Tukey, p < 0,05. As médias estdo seguidas pelo percentual do coeficiente de

variag&o.

O aumento em area foliar com o sombreamento, como observado neste trabalho
(Tabela 1) é uma das adaptacGes que permite ao vegetal aumentar rapidamente a superficie
fotossintetizante e assegurar um aproveitamento maior das baixas intensidades luminosas
(PEDROSO e VARELA, 1995).

Uma caracteristica marcante de folhas de sombra quando comparadas as folhas de sol
€ uma maior &rea foliar seguida de reducdo na espessura do parénquima paligadico e
esponjoso (HOFLACHER e BAUER, 1982; TERASHIMA et al., 2001), tal qual observado
para a espessura do limbo foliar neste estudo (Tabela 1). Esses parénquimas apresentam
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grande capacidade de respostas aos estimulos de radiagdo luminosa, influenciando a espessura
do limbo foliar. O aumento da espessura do limbo foliar nas condic¢des de pleno sol ocorre em
funcdo de modificagcdes no padrdo de expansdo de células do mesofilo, alongando-se, ou do
aumento do numero de camada de células do parénquima paligadico no intuito de otimizacao
da captacéo e distribuicdo da luz nos tecidos do mesofilo (KIM et al., 2005; TERASHIMA et
al., 2001).

Diferentes espécies tém sido observadas com comportamento similar ao encontrado
neste estudo para area foliar. Em mudas de maracujazeiro (Passiflora edulis Sims f.
flavicarpa Deg.) a area foliar das mudas foi negativamente influenciada pela exposicao a
pleno sol, sendo a 4rea foliar de 147,63 cm? registrada no tratamento com 0% de
sombreamento, significativamente menor das obtidas nos tratamentos com maior nivel de
sombreamento (ZANELLA et al., 2011). Em um estudo com feijdo-caupi (Vigna unguiculata
(L.) Walp.), a éarea foliar foi significativamente afetada pelo sombreamento, onde as plantas
submetidas ao ambiente artificialmente sombreado apresentaram em média 32% a mais de
area foliar do que as plantas cultivadas no ambiente normal (SANTOS et al., 2001).
Resultados similares foram relatados por Lazaro et al. (2009) em plantas de estilosantes
submetidas a restricdo luminosa de 30% e 50%; Martuscello et al. (2009) em plantas de
Brachiaria com intensidade de sombreamento de até 70% e Lacerda et al. (2010) com plantas
de milho e feijdo em ambiente protegido.

Em mudas de Bombacopsis glabra (Pasq.) cultivadas a pleno sol e a 30% e 50% de
sombreamento embora ndo tenha sido detectada diferenca significativa entre os tratamentos
luminosos, a area foliar nas mudas cultivadas em pleno sol, apresentaram valores 23 e 63%
superiores aos das mudas cultivadas sob 50% de sombreamento (SCALON et al., 2003) O
aumento da area foliar nos seis primeiros meses de desenvolvimento da planta mostra a
habilidade da espécie em utilizar a radiacdo fotossinteticamente ativa e a consequente
producdo de fotoassimilados (DIAS-FILHO, 1997). Assim, a area foliar pode ser considerada
um indice de produtividade, dada a importancia dos 6rgaos fotossintetizantes na producéo
biolégica (SCALON et al., 2003).

As mudancas ocorridas neste trabalho (Tabela 1) na area foliar e espessura do
limbo foliar s&o as principais caracteristicas consideradas indicadoras de taxa de crescimento
dos vegetais e 0s ajustes dessas caracteristicas podem ser consideradas estratégias
desenvolvidas para maximizar a eficiéncia do uso dos diferentes recursos pelas plantas como,
por exemplo, a luz (VENDRAMINI et al., 2002).
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Assim como observado neste trabalho (Tabela 1), folhas produzidas sob condigfes de
alta luminosidade tendem a ser menores e mais espessas, e geralmente isso se deve ao
aumento de mesofilo por unidade de area, menor quantidade de espacos intercelulares no
mesofilo, maior densidade de estdmatos e de nervuras, quando comparadas a folhas expostas
ao sombreamento. Essas variagdes estruturais sdo associadas com a regulacdo da difusdo
luminosa e gasosa dentro da folha, maximizando a eficiéncia fotossintética (TERASHIMA et
al., 2006).

Outros estudos também demonstram o aumento da espessura do limbo quando as
plantas sdo submetidas a altas condi¢es de luminosidade, corroborando com os resultados
encontrados neste estudo. Castro et al. (2007), trabalhando com Mikania glomerata Sprengel
e Lima Junior et al. (2006), trabalhando com Cupania vernalis Camb., observaram médias da
espessura total do limbo foliar em plantas cultivadas em pleno sol maiores, quando
comparadas aos tratamentos sombreados. Voltan et al. (1992), trabalhando com cinco
cultivares de cafeeiro observaram reducdo da espessura do limbo foliar com o aumento dos
niveis de sombreamento. Outros autores também confirmam reducdo da espessura do limbo
foliar em espécies cultivadas sob condi¢bes de sombreamento, como Sims e Pearsy (1992),
trabalhando com Alocasia macrorrhiza, Lee et al. (2000), em um estudo feito com com duas
espécies de Hopea, Field et al. 2001, com Amborella trichopoda e Morais et al. (2004),
trabalhando com Coffea arabica.

O decréscimo na espessura do limbo foliar de plantas cultivadas em niveis mais
elevados de sombreamento pode ocorrer em virtude da diferenca na distribuicdo de
fotoassimilados (SERT, 1992).

Embora a lamina foliar sendo a estrutura que mais se modifica em resposta as
alteracdes ambientais, Nery et al. (2007), trabalhando com Calophyllum brasiliense Cambess.,
uma espécie conhecida como guanandi, ndo observaram diferenca na espessura total do limbo
entre os diferentes niveis de sombreamento estudados, pleno sol, 30%, 50% e 70% de
sombreamento, diferentemente do que se obervou neste trabalho (Tabela 1), o que indica que
plasticidade fenotipica para espessura do limbo, além da radiagdo, também depende da

espécie em questdo.
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6.1.2. Densidade de estbmatos e tricomas

N&o se observaram diferencas para a densidade de estbmatos na epiderme abaxial e
tricomas na epiderme das faces abaxial e adaxial nas plantas de Tetradenia riparia cultivada
nos diferentes niveis de sombreamento. J& a densidade de estbmatos da epiderme adaxial
diferiu entre os tratamentos, observando-se maior densidade nas plantas cultivadas com 30%

de sombreamento (Tabela 2).

Tabela 2: Densidade de estdmatos e tricomas (n® mm?) de Tetradenia riparia (Hochst)

Codd cultivada em diferentes niveis de sombreamento

Niveis de Estdmatos e tricomas

sombreamento Estdmatos Tricomas

Epiderme Epiderme Epiderme Epiderme

abaxial adaxial abaxial adaxial
Pleno sol 171a+0.33 41b+1,11 150 a 0,65 53a+035
30% 159 a +0,47 87a+1,08 95a+0,80 53a+035
50% 182 a+0,31 22 C+£25 95a+059 83ax+0,68
80% 163 a +0,46 30b+375 117 a+0,96 64 a +0,88

Média de cinco plantas por tratamento. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si

pelo teste Tukey, p < 0,05. As médias estdo seguidas pelo percentual do coeficiente de variacéo.

Quantidade, distribuicdo, tamanho, forma e mobilidade dos estdmatos sao
caracteristicas especificas de cada espécie e podem se alterar em funcdo das adaptacdes as
condi¢bes ambientais (LARCHER, 2000).

Embora ndo tenha sido observado neste trabalho alteracbes bem distintas, como um
todo, quanto a densidade estomaética e de tricomas, elas sdo importantes para um maior
controle na termorregulacdo das plantas pela influéncia da densidade estomética na
transpiragdo, ao mesmo tempo em que a densidade de tricomas interfere na reducdo da
temperatura pela reflexdo luminosa ou mesmo interfere na transpiragéo pelo microclima mais
umido que se forma na camada limitrofe da folha quando da maior densidade de tricomas
(LARCHER, 2004). A presenca de tricomas tectores ou glandulares na superficie foliar pode
ter inimeras funcbes como proteger a folha da radiagcdo excessiva em ambientes mais

luminosos, auxiliar na manutencédo da temperatura foliar, evitar a perda de agua ou oferecer
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resisténcia a patdgenos. Em ambientes mais sombreados, pode auxiliar na reflexdo da
radiacdo solar para o interior das células do mesofilo (SILVA et al., 2005).

Diferentemente do que foi encontrada neste trabalho (Tabela 2), a densidade
estomatica mais elevada em condicdes de pleno sol corresponde a uma caracteristica de
muitas espécies quando estudadas nas condigdes de sol e sombra, como citam Espindola
Junior et al. (2009), trabalhando com Mikania glomerata Spreng., Voltan et al. (1992), em um
trabalho realizado com cinco cultivares de cafeeiro (Coffea arabica L.), Nery et al. (2007),
com Calophyllum brasiliense Cambess., Lima Junior et al. (2006), em estudo feito com
Cupania vernalis Camb., Santiago et al. (2001), trabalhando com Piper hispidinervium C.DC.

Assim como neste trabalho, diferencas ndo significativas para o parametro densidade
estomatica foi observado em um estudo feito com folhas de trigo (Triticum aestivum L.)
submetidas em camera de crescimento com diferentes niveis de radiacdo, luz alta (90W.m?) e
luz baixa (10W.m?), em que as plantas ndo apresentaram diferencas na densidade estomatica
nos diferentes tratamentos (LICHTENTALER et al., 1981).

Gomes et al. (2009), também observou que a densidade de tricomas ndo foi
influenciada pelas diferentes intensidades de luz, resultado similar a este trabalho (Tabela 2)
em um estudo feito com Lippia citriodora Lam, o numero de tricomas glandulares, nos
diferentes tratamentos em que as plantas foram submetidas, pleno sol, 70% de luz e 50% de
luz, ndo apresentaram diferencas significativas entre si.

Em um estudo realizado com Mikania glomerata Spreng., diferentemente do que se
observou neste trabalho (Tabela 2), a densidade de tricomas na face abaxial apresentou-se
maior nas plantas submetidas ao tratamento pleno sol, favorecido portanto, pela incidéncia
luminosa (SILVA et al., 2005).

6.2. Oleos essenciais

6.2.1. Producdo dos 0leos essenciais

Observaram-se diferengas no rendimento de Oleo essencial de Tetradenia riparia
cultivada em diferentes niveis de sombreamento (Tabela 3). Os tratamentos com 30% e 50%
de sombreamento foram os que apresentaram maior rendimento de 6leo essencial, 0,26% e
0,23% respectivamente, seguido pelo tratamento a pleno sol. O tratamento em que houve

menor rendimento de 6leo essencial foi o de 80%.
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Tabela 3: Percentual de rendimento de dleo essencial de Tetradenia riparia (Hochst)

Codd cultivada em diferentes niveis de sombreamento.

Niveis de sombreamento

Pleno sol 30% 50% 80%

0,18 b + 0,04 0,26 a +0,08 0,23 a +0,07 0, 09 c +0,05

Dados de avaliacdo realizada em duplicata. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste Tukey, p < 0,05. As médias estdo seguidas pelo percentual do coeficiente de

variag&o.

A producdo de Oleo essencial é proporcionalmente relacionada a capacidade
metabolica da planta submetida as condic¢des ideais de intensidade e qualidade da radiacéo
(MEIRA et al., 2012) e é muito variavel de acordo com a espécie. Aumento no teor de 6leo
essencial quando as plantas foram cultivadas a sombra, em relagdo ao pleno sol, assim como
observado neste trabalho (Tabela 3) foi encontrado em um estudo realizado com
Pothomorphe umbellata (L.) Miquel quando submetidas a trés niveis de sombreamento,
correspondente a 30, 50 e 70% e a pleno sol, que apresentou 0 maior teor de 6leo essencial em
plantas com 30% e sombreamento no ponto da segunda colheita (MATTANA et al., 2010). A
producdo de O6leo essencial normalmente estd associada com maior irradiancia e taxa
fotossintética superior, mas altos niveis de irradiancia em plantas esciofitas, como € o caso de
Pothomorphe umbellata, geralmente causam necrose e clorose com a fotodegradacdo de
pigmentos, levando a uma reducdo da fotossintese e um baixo rendimento de biomassa
(MATTANA et al., 2010).

Em um estudo realizado com Melissa officinalis L., conhecida popularmente melissa,
as mudas obtidas por estaquia, ap6s enraizamento foram submetidas em quatro niveis de
radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA), sendo: luz plena (testemunha) e sombreamento
progressivo com tela tipo sombrite (sombreamento de 75, 50 e 25%). O rendimento de 6leo
essencial apresentado pelos tratamentos 25 e 50% de sombreamento (0,48 e 0,40%) foram
superior ao esperado, pois de acordo com Sarer e Kokdil (1991) os percentuais variam entre
0,06 a 0,375%, para esta espécie. Entretanto a producdo de 6leo é proporcionalmente
relacionada & capacidade metabolica da planta submetida a condi¢bes ideais de

sombreamento. Os tratamentos a 25% e 50% de sombreamento apresentaram a maior
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producdo de teor de Oleo essencial, em comparacdo com o tratamento de 75%, que sofreu
reducdo significativa (MEIRA et al., 2012), comportamento similar a0 que ocorreu neste
estudo (Tabela 3), no qual houve reducéo no teor de 6leo essencial quando do sombreamento
a 80%, em relacéo aos niveis de 30 e 50%.

Rivas (2003) observou que a sintese e acimulo de 6leo essencial podem ocorrer em
sombreamento e alta iluminagdo, porém nos tratamentos com sombreamento as folhas ficam
maiores, mas com menor concentracdo de 6leo, assim como observado com as folhas das
plantas crescidas no tratamento com 80% de sombreamento (Tabelas 1 e 3). Pegoraro (2007)
observou que no sombreamento em horteld pimenta os tratamentos com maior intensidade
luminosa ndo interferiram no rendimento de 6leo por tricomas. No entanto, a area foliar por
planta aumentou com maior intensidade luminosa, assim é possivel supor que o rendimento
de 6leo por planta seja aumentado em virtude do aumento do nimero de tricomas por planta.

Embora neste trabalho ndo tenha sido observado uma relagcdo positiva correspondente
ao aumento na densidade de tricomas e aumento no teor de 6leos essenciais (Tabelas 2 e 3),
essa relacdo pode ser comprovada para algumas espécies, como citam Gershenzon et al.
(2000), em que trabalhando com Mentha x piperita, observaram que o principal fator no
rendimento de Oleos essenciais nesta espécie esta relacionado com a presencga de tricomas
glandulares, mostrando que quanto maior a densidade de tricomas, maior o rendimento de
o6leo essencial. No entanto é valido salientar que embora ndo tenha sido observada alteracédo
na densidade de tricomas entre os diferentes tratamentos (Tabela 2), naqueles em que houve
maior rendimento de 6leo essencial foliar (30 e 50%), (Tabela 3), a area foliar das plantas era
maior que aquelas do tratamento a pleno sol (Tabela 1).

Algumas espécies, diferentemente do que foi observado neste estudo (Tabela 3) tém
maior producdo de O&leo essencial quando expostas a alta incidéncia luminosa
comparativamente aquelas cultivadas a sombra. Gomes et al. (2009), ao trabalharem com
Lippia citriodora Lam, observaram que os tratamentos em pleno sol e com 30% de
sombreamento apresentaram maiores teores de Oleo essencial, 0,16% e 0,11%,
respectivamente, em relacdo aos demais tratamentos, 50% e 75% de sombreamento. Infere-se
gue o aumento no teor de Gleo pode estar relacionado ao aumento no nimero de tricomas
glandulares na epiderme, na qual é produzido pela ativacdo das rotas do metabolismo
secundario de algumas espécies quando exposta a alta intensidade luminosa (PINTO et al.,
2007). Em um outro estudo realizado com mudas de Lippia sidoides Cham, conhecida
popularmente como alecrim-pimenta, submetidas a quatro de niveis de radiacdo

fotossinteticamente ativa que correspondeu a luz plena e telas de sombreamento de 75%, 50%
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e 25%, observou-se que a producdo de 0leo e seu teor a luz plena foram significativamente
superiores aos demais tratamentos. Estas mesmas variaveis producao e teor de dleo essencial
decresceram significativamente com o sombreamento. O numero de inflorescéncias € um bom
indicativo do maximo teor de 6leo e, portanto, do ponto de colheita mais apropriado, sendo
superior sob 25% de sombreamento, embora ndo diferisse significativamente do tratamento
com 75% de sombreamento. O resultado sugere novas investigacdes no sentido de definir o
papel do florescimento na producéo de 6leo essencial na espécie (SOUZA et al., 2007).

Em algumas espécies ndo sdo observadas variacBes na producdo de 6leo essencial
quando da sua exposicdo a diferentes condi¢des de luminosidade. Aloysia gratissima (Gillies
e Hook) Tronc. (Verbenaceae), conhecida popularmente como alfazema-do-Brasil, foram
submetidas a trés niveis de sombreamento (pleno sol, 40% e 80%), protegidas com malha
termorefletora, que controla a passagem da luz fotossinteticamente ativa. Ndo houve efeito
significativo do sombreamento sobre o teor do 6leo essencial de alfazema-do-Brasil. As
plantas crescidas com 80% de sombreamento, mesmo com menor espessura do limbo e menor
massa seca das folhas, apresentaram um teor de 6leo essencial semelhante aos outros
tratamentos, mostrando uma protecdo das estruturas produtoras do 6leo, talvez relacionada a
maior espessura da epiderme abaxial e ao alto teor de tricomas nessa epiderme. Com relacéo
ao rendimento de Oleo essencial, observou-se um incremento significativo de 2,81 e 3,31
vezes no rendimento de plantas crescidas a pleno sol e a 40% de sombreamento,
respectivamente (PINTO et al., 2007).

Diferentemente do que ocorreu com espécie investigada neste estudo, a qual responde
positivamente a producdo de 6leo de 6leo essencial por unidade de massa fresca com o
aumento do nivel de sombreamento até 50% (Tabela 3), mudas de Mentha x piperita L. var.
piperita (Lamiaceae) foram cultivadas em substrato adubado a pleno sol, a 70% de luz e a
50% de luz. A intensidade de luz e a adubacdo ndo influenciaram no rendimento de 6leo por
tricomas ou por cm?® de area foliar. A quantidade de 6leo essencial por unidade de massa
fresca também ndo foi influenciada pela intensidade de luz ou adubacgédo do substrato. Embora,
luz e nutricdo ndo tenham afetado o rendimento do dleo essencial por unidade de massa fresca
em mudas de menta, estes fatores podem afetar o rendimento do dleo por planta em
detrimento do aumento na area foliar total e biomassa. Em M. piperita 0 aumento de area
foliar e 0 aumento de biomassa foram fortemente correlacionados (r = 0,96), indicando que o
aumento em biomassa se deu principalmente pelo aumento em biomassa de folhas
(PEGORARO et al., 2010). Burbott e Loomis (1967), Mattos e Innecco (2002) e Ramos et al.
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(2005) tambeém encontraram aumento no rendimento de 6leos essenciais por planta devido ao

aumento em biomassa desta.

6.2.2. Composicao dos 6leos essenciais

A composicdo de 6leo essencial também pode sofrer variacbes quando plantas sdo
cultivadas em diferentes niveis de sombreamento. Observou-se que em todos os tratamentos o
componente majoritario do Oleo essencial de Tetradenia riparia (Hochst) Codd, foi o
hidrocarboneto sesquiterpénico 14-hidroxi-9-epi-(E)- cariofileno, com 16,03%, 16,48%,
16,41%, 16,42% para as plantas cultivadas nos tratamentos a pleno sol, com 30%, 50% e 80%
de sombreamento, respectivamente. Ja nas plantas cultivadas nos tratamentos a pleno sol, com
30% de sombreamento e 50% de sombreamento também se obteve altos teores do
monoterpeno fenchona, apresentando percentagem de 7,9%, 9,93% e 7,78%, respectivamente.
(Tabela 4).

As propriedades convulsivas de muitos 6leos volateis sdo conhecidas desde a segunda
metade do século XIX. Os oOleos volateis pro- convulsivantes contém um ou varios
monoterpenos oxigenados, a maioria sdo cetonas biciclicas, todas muito similares na estrutura
quimica e biossintese. O mecanismo de acdo deste efeito toxico ainda € desconhecido,
entretanto os 6leos volateis compartilham com o pentilenotetrazol a mesma a¢do inibitoria
sobre a respiracdo celular em fatias de cérebro de ratos, levando a perda do gradiente tecidual
de Na" e K e ao aumento significativo da excitabilidade celular. Entre os monoterpenos cuja
toxicidade pode se manifestar através de crises convulsivas, estdo cineol, fenchona,
pinocanfona, pulegona, canfora, tujona e sabinilacetato (BURKHARD et al., 1999).

Segundo Pontes et al. 2007, em um estudo da composicdo quimica e atividade
acaricida do 6leo essencial das folhas e frutos de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand
(Burseraceae) o constituinte 14-hidroxi-9-epi-(E)- cariofileno, apresentou-se como um dos
componentes majoritarios da folhas apresentando atividade repelente, através da revelacdo de
propriedades de mortalidade e deterréncia de oviposi¢do na maior concentracao (10 FI.1-1 air).

A maioria dos compostos do 06leo essencial de Tetradenia riparia ndo sofreu variacao
nos diferentes niveis de tratamento ao qual a planta foi cultivada. No entanto, compostos
como o tricicleno, verbeneno, a-humuleno, chamigreno e epi-a-cadinol foram encontrados
apenas nas plantas de Tetradenia riparia cultivadas a pleno sol. y-himachaleno e a-muuroleno
foram identificados somente nas plantas cultivadas com 30% de sombreamento. Para as

plantas submetidas ao tratamento com 50% de sombreamento alguns constituintes especificos
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também foram encontrados como o a-pineno, 3-felandreno, longifoleno, 2,4(14)-dieno-widdra

e a-1,7-diepe-cedrenal e para as plantas cultivadas com 80% de sombreamento, -selineno e

a-muurolol foram encontrados somente neste tratamento (Tabela 4). Este resultado evidencia

a importancia da intensidade e qualidade da radiacdo para composicdo quimica do Gleo

essencial. A influéncia da luz, tanto sua intensidade quanto sua qualidade espectral, na

composicdo quimica de 6leo essencial se da devido sua importancia quanto a modulacéo na

expressao de genes, uma vez que 20% do genoma em pléntulas de arroz e Arabidopsis sdo
influenciados por luz (JIAO et al., 2005).

Tabela 4: Composicdo quimica dos principais componentes do 6leo essencial de

Tetradenia riparia (Hochst) Codd cultivada em diferentes niveis de sombreamento.

Niveis de sombreamento Componente indice de indicede  Porcentagem
Kolvats retengéo (%)
(K1) (IR)
Pleno sol Tricicleno 926 926,04 0,91
Canfeno 954 940,47 0,69
Verbeneno 967 964,69 1,46
Sabineno 975 968,91 0,66
Limoneno 1029 1021,35 0,97
B-(Z)-Ocimeno 1037 1028,72 0,55
Fenchona 1086 1082,11 7,9
Endo-Fenchol 1110 1107,65 0,86
Céanfora 1146 1136,70 1,45
Isoborneol 1160 1159,13 0,53
4- ol-Terpineno 1177 1170,32 0,23
a-Terpineol 1188 1184,08 0,35
a-Ylangeno 1375 1369,32 0,44
a-Gurjuneno 1409 1403,02 0,61
(E)-Cariofileno 1419 1413,55 3,33
a-Trans 1434 1428,68 0,46
Bergamoteno
a-Humuleno 1454 1446,47 0,16
a-Chamigreno 1503 1481,52 0,22
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a-Zingibereno 1493 1487,08 0,36
Biociclogermacreno 1500 1490,15 1,98
a-Amorfeno 1484 1516,16 1,14
Epi-a-Cadinol 1640 1635,75 0,86
B-Vulagreno 1651 1643,63 1,58
Cubenol 1646 1651,61 2,7
14-hidroxi-9-epi- 1669 1665,54 16,03
(E)-Cariofileno
a-14-hidroxi- 1714 1706,05 0,35
Humuleno
30% a-Tujeno 930 925,51 0,79
Canfeno 954 939,94 0,60
Sabineno 975 964,78 1,56
B-Pineno 979 969,07 0,62
Limoneno 1029 1020,92 0,88
B-(2)-Ocimeno 1037 1028,30 0,48
Fenchona 1086 1081,45 9,93
Canfora 1146 1136,33 1,49
Isoborneol 1160 1158,92 0,53
4-ol-Terpineno 1177 1170,16 0,23
a-Terpineol 1188 1183,92 0,40
a-Copaeno 1376 1369,23 0,40
a-Gurjuneno 1409 1402,93 0,82
(E)-Cariofileno 1419 1413,04 3,36
a-Trans- 1434 1428,58 0,60
Bergamoteno
y-Himachaleno 1482 1481,48 0,27
Biociclogermacreno 1500 1489,02 3,02
a-Muuroleno 1500 1493,34 0,18
a-Amorfeno 1484 1515,89 1,32
Cubenol 1646 1635,18 0,95
14-hidrdxi-9-epi- 1669 1663,43 16,48

(E)-Cariofileno
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14-hidréxi- a- 1714 1705,19 0,31
Humuleno
50% a-Pineno 939 925,03 0,33
Sabineno 975 963,51 0,92
B-Pineno 979 967,86 0,42
Limoneno 1029 1020,48 0,75
B-Felandreno 1029 1027,87 0,42
Fenchona 1086 1079,87 7,78
Endo-Fenchol 1110 1106,95 0,85
Céanfora 1146 1136,12 1,20
Isoborneol 1160 1158,78 0,50
a-Terpineol 1188 1183,78 0,34
a-Copaeno 1376 1368,87 0,42
Longifoleno 1407 1402,46 0,94
(E)-Cariofileno 1419 1412,12 4,02
a-Trans- 1434 1428,16 0,70
Bergamoteno
2,4(14)-dieno- 1482 1480,84 0,25
Widdra
a-Zingibereno 1493 1486,31 0,59
Biociclogermacreno 1500 1488,96 3,00
d-Cadineno 1523 1515,18 1,86
Guaiol 1600 1595,28 0,40
a-1,7-diepe- 1641 1642,18 1,68
Cedrenal
Cubenol 1646 1647,51 4,24
14-hidrdxi-9-epi- 1669 1660,06 16,41
(E)-Cariofileno
80% a-Tujeno 930 926,04 0,17
Sabineno 975 964,45 0,45
B-Pineno 979 968,77 0,21
Limoneno 1029 1021,14 0,32
B-(Z)-Ocimeno 1037 1028,53 0,21
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Fenchona 1086 1080,53 3,59
Endo-Fenchol 1110 1107,53 0,37
Canfora 1146 1136,63 0,60
Isoborneol 1160 1159,29 0,24
a-Terpineol 1188 1184,27 0,18
a-Copaeno 1376 1369,39 0,28
a-Gurjuneno 1409 1403,02 0,78
(E)-Cariofileno 1419 1412,80 3,07
a-Trans- 1434 1428,72 0,57
Bergamoteno
B-Selineno 1490 1481,66 0,28
a-Zengibireno 1493 1486,89 0,54
d-Cadineno 1523 1515,79 1,15
Guaiol 1600 1595,90 0,32
Cubenol 1646 1634,97 0,80
B-Vulgareno 1651 1642,96 1,49
a-Muurolol 1646 1648,62 2,87
14-hidrdxi-9-epi- 1669 1661,89 16,42
(E)-Cariofileno
14-hidréxi- o- 1714 1704,97 0,29
Humuleno

Em Tetradenia riparia, independente dos niveis de irradiacdo obteve-se o0
hidrocarboneto sesquiterpénico 14-hidrdxi-9-epi-(E)-cariofileno, como um dos componentes
majoritarios (Tabela 4). Comportamento similar ao encontrado neste trabalho pode ser
observado em um estudo realizado com plantas de Hyptis marrubioides Epl., conhecidas
popularmente como hortela-do-campo, que foram cultivadas por quatro meses sob trés tipos
de ambiente, caracterizados pela disponibilidade de radiacdo solar incidente, controlada por
tela refletora comercial a 80 e 40% de interceptacdo da radiacdo solar e em pleno sol. O
componente majoritario do 6leo essencial de H. marrubioides Epl., independente dos niveis

de irradiancia foi o monoterpeno oxigenado cis-tujona (37,78%), seguido pelos
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hidrocarbonetos sesquiterpénicos (E)-cariofileno (14,93%), o-copaeno (11,03%) e o-
muuroleno (9,60%) (SALES et al., 2009).

Em plantas de Mentha x piperita L. var. piperita (Lamiaceae), submetidas a quatro
tratamentos: plantas em substrato adubado a pleno sol, a 70% de luz, 50% de luz e plantas em
substrato ndo adubado a pleno sol, o tamanho das manchas correspondentes ao mentol nas
placas cromatogréficas foi maior que a de todos os outros componentes dos dleos extraidos
das folhas (PEGORARO et al., 2010). Isto sugere que o mentol € o componente majoritario
dos dleos extraidos de folhas, o que concorda com os dados de Turner et al. (2000) para esta
espécie, apresentando assim como ao observado neste trabalho um componente majoritario,
independente dos tratamentos a que a planta foi submetida (Tabela 4). A area das manchas
correspondentes ao mentol sdo maiores nas folhas adultas que nas jovens de plantas adubadas
cultivadas a pleno sol. Este dado sugere que adubacdo associada a alta intensidade de luz pode
aumentar a producdo de mentol em folhas adultas (PEGORARO et al., 2010).

Neste trabalho (Tabela 4) ndo teve alteragdo do componente majoritario nos diferentes
niveis de sombreamento a que as plantas foram submetidas Em tomilho (T. vulgaris), a
composicdo do 6leo essencial foi afetada significativamente por niveis de irradiacdo. Houve
mudangas no conteudo de fendis, e em particular, no contetdo de hidrocarbonetos
monoterpénicos do 6leo essencial, devido as diferencas em intensidades luminosas. O maior
nivel de timol foi obtido em maior intensidade luminosa, situacdo esta contraria ao que foi
obervado (LETCHAMO et al., 1994; LETCHAMO e GOSSELIN, 1995).

Alguns componentes do 6leo essencial de Tetradenia riparia sofreram variacdo na
concentracdo de acordo com o tratamento a que a planta foi submetida. Para os compostos
sabineno, limoneno, cénfora, isoborneol, (E)-cariofileno e a- terpineol, os teores foram
inferiores nas plantas com 80% de sombreamento. Os compostos a-trans-bergamoteno e
cubenol apresentaram maiores teores nas plantas de Tetradenia riparia cultivadas com 50%
de sombreamento (Tabela 4). Comportamento similar foi observado em um estudo feito com
plantas de de Hyptis marrubioides Epl, em que, entre os sesquiterpenos oxigenados ndo houve
diferengas. A luz ndo exerceu influéncia sobre a composi¢do quimica do 6leo essencial.
Excecéo ocorreu para 0s compostos iso-3-tujanol, com teores inferiores nas plantas cultivadas
a 100% de irradiancia e para o composto o-cadineno, que apresentou menores teores em
plantas cultivadas a 60% de irradiancia (SALES et al., 2009).

O composto fenchona, um dos componentes majoritarios do Oleo essencial de
Tetradenia riparia, foi observado em maior propor¢do nas plantas submetidas ao tratamento

com maiores intensidades luminosas, apresentando nos tratamentos a pleno sol, com 30% de
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sombreamento e 50% de sombreamento, concentracbes de 7,9%, 9,93% e 7,78%,
respectivamente, em detrimento ao tratamento de 80% de sombreamento, em que a fenchona
apresentou concentracdo de 3,59% (Tabela 4). Isso sugere uma maior viabilidade para
producdo desse composto em situacOes de maiores intensidades luminosas. Situacao
semelhante foi obervada em um estudo em que mudas de Pothomorphe umbellata (L.)
Miquel, pertencente a familia Piperaceae e conhecida popularmente como pariparoba foram
levadas para campo e submetidas a trés niveis de sombreamento (30%, 50%, 70%) e a pleno
sol. Na andlise qualitativa do Oleo essencial vinte e seis substancias quimicas foram
identificadas. Entre eles, o trans-nerolidol (16,43%), que foi o constituinte majoritario, D-
germacreno (13,63%), trans-cariofileno (10,29%), p -elemeno (8,70%), 6xido de cariofileno
(8,39%), o -selineno (7,42%) e espatulenol (6,63%) foram os principais componentes, para
dar um total de 71,5% de substancias presentes no 6leo essencial. A variagcdo da concentracao
da substéncia principal, trans-nerolidol, que € uma unidade de isopreno- fenilpropandide- 4
nerolidilcatecol- 4ANC (BERGAMO et al., 2005), € importante porque hoje em dia é um
objetivo das industrias de cosméticos, devido a sua alta atividade antioxidante fornecendo
protecdo contra problemas de pele induzido pela radiacdo solar (Ropke et al., 2003). A
concentracdo de 4NC aumentou com a luz e foi maior em plantas cultivadas sob pleno sol.
Esta informacdo é importante para futuros estudos sobre a producéo de P. umbellata visando
maior producdo de 4-NC (MATTANA et al., 2010).

Alteracbes no contetdo de Gleos essenciais e no percentual de componentes quimicos
especificos desse 6leo, tal qual observado neste trabalho, em funcdo do nivel de radiacdo
incidente nas plantas, ou mesmo a presenca de alguns compostos encontrados somente em
determinado nivel de radiacdo durante o cultivo das plantas, evidenciam a importancia da luz
como indutora, inibidora ou moduladora de rotas biossintéticas especificas para sintese de
componentes de Oleos essenciais ou outras substancias de uso farmacolégico, oriundas do
metabolismo secundario das plantas. Essa resposta das plantas a diferentes padrdes de
radiacdo, embora pouco estudada e pouco explorada comercialmente, ja era esperada, uma
vez que varios componentes do metabolismo secundario sdo induzidos a sintese como
prevencdo ou defesa da planta a danos provocados por diferentes estresses, o qual inclui o
excesso de radiacdo (GILL e TUTEJA, 2010; WITUSZVNSKA e KARPINSKI, 2013). Além
disso, é conhecida a modulagdo positiva da luz vermelha e negativa da radiagdo vermelha
distante, mediada pelo fotorreceptor fitocromo, sobre a sintese da fenilalanina amdnia-liase,
enzima-chave no metabolismo dos fenilpropanoides (CAMM e TOWERS, 1977; GUO e
WANG, 2008; ZUCKER, 1972), componente importante dos 6leos essenciais (BI1ZZO, 2009).
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Uma vez que ja é conhecido que expressdo de enzimas chaves para producdo de
metabdlitos secundarios como a PAL- fenilalanina amonialiase, precursora da sintese de
fenilpropanoides, pode ser influenciada por fatores ambientais como luz e que
aproximadamente 20% do genoma em plantulas de arroz e Arabidopsis ¢ influenciado por luz
(JIAO et al., 2005), infere-se que influéncia da luz na modulacdo de expresséo de genes nas
plantas, além do metabolismo secundario, tenha um vasto impacto no metabolismo como um

todo e no desenvolvimento vegetal.

6.3. Quantificacédo de clorofilas e carotenoides

Para a clorofila “a” e total observaram-se maiores valores nos tratamentos 50% e 80%
de sombreamento em relacdo aos demais tratamentos e ndo foi observado variagdo nos teores
de clorofila “b” e na razdo clorofila a/b entre os tratamentos (Tabela 5).

Os teores de carotenoides foram maiores em plantas submetidas aos tratamentos de
80% e 50% de sombreamento. Os tratamentos pleno sol e 30% de sombreamento néo

diferiram entre si quanto a influéncia nos teores de carotenoides (Tabela 5).

Tabela 5: Teores de clorofila a, b, total e carotenoides (mg/g MF) de Tetradenia riparia
(Hochst) Codd cultivada em diferentes niveis de sombreamento.

Pigmentos
Niveis de
sombreamento  Clorofilaa Clorofilab Razao Clorofila Carotenoides
clorofila total
a/b
Pleno sol 0,83b 023 0,25a+03 3,34ax05 1,37b+031 0, 10 b +0,20
30% 0,86 b+oos 0,26a+053 3,43a+041 1,42b=+039 0,10 b 0,10
50% 1,18azx031 0,32azxo05 3,94a+079 1,93azx023 0,11 a+o,09
80% 1,19az+046 0,32a=:031 3,84a:079 1,95a=+044 0,13azx033

Dados de avaliacdo realizada em triplicata. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste Tukey, p < 0,05. As médias estdo seguidas pelo percentual do coeficiente de

variacao.
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Maiores teores de clorofila e carotenoides observados nas condi¢fes de sombra, como
neste trabalho (Tabela 5) tém sido explicados por diferentes pesquisadores. De acordo com
Engel e Poggiani (1991) um dos fatores ligados a eficiéncia fotossintética e consequentemente
ao crescimento e adaptabilidade a diversos ambientes sdo os pigmentos foliares como as
clorofilas a, b e também os carotenoides, onde as folhas de sombra apresentam maior
concentracdo de clorofila por grama de matéria seca do que folhas expostas diretamente ao
sol, assim, a combinacdo das clorofilas a e dos pigmentos acessérios capacitam as plantas a
captarem a maior quantidade de radiacdo solar fotossinteticamente ativa.

Segundo Kramer e Kozlowski (1979) a clorofila € constantemente sintetizada e destruida
(foto- oxidacdo) em presenca de luz, mas sob intensidades luminosas muito altas a velocidade de
decomposicdo é maior, sendo o equilibrio estabelecido a uma concentragdo mais baixa. Assim
Boardman (1977) salienta que as folhas de sombra apresentam maior concentragdo de clorofila
(mg/g) do que folhas de sol.

Em relacdo a clorofila total, os tratamentos 50% e 80% apresentaram valores mais
altos em relacao aos tratamentos com 30% de sombreamento e a pleno sol (Tabela 5). Valores
semelhantes foram encontrados em um estudo realizado com Hymenaea courbaril L. var.
stilbocarpa (Hayne) Lee et Lang. e Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong, que apds
germinacdo foram submetidas a quatro tipos de tratamento: sombreamento 30%, 50%, 80% e
a pleno sol. A concentracdo de clorofila total aumentou com acréscimo do nivel de
sombreamento, nas duas espécies estudadas. Entretanto, entre os tratamentos 0%, 30% e 50 %
e entre 50% e 80% as médias para os valores de clorofila total em plantas de H. courbaril ndo
diferiram entre si. Em E. contortisiliquum, os tratamentos 30%, 50% e 80% também nao
apresentaram diferenciacdo. Em condicGes adequadas de intensidade luminosa as moléculas
de clorofilas estdo constantemente sendo degradadas e sintetizadas, na mesma proporcao. O
maior acumulo de clorofila nos niveis de maior sombreamento pode ser devido a
compensacao da espécie a menor quantidade de radiacdo disponivel (LIMA et al., 2010).

Em Eugenia uniflora Linn, conhecida como pitanga, pertence a familia Myrtaceae, as
plantas submetidas a pleno e 50% de luminosidade, os teores de clorofila total foram maiores
significativamente para aquelas mudas cultivadas sob 50% de sombreamento, ocorrendo
queda acentuada no teor de clorofila foliar total nas plantas acondicionadas a pleno sol.
Assim, o crescimento inicial de mudas de E. uniflora, nitidamente foi favorecido pelo nivel de
luminosidade plena, e as situagdes de sombreamento ndo afetaram, estatisticamente, a relagéo

clorofila a/b, assim como observado neste trabalho (Tabela 5), e os teores de clorofila total
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foram maiores nas mudas de sombra. (MARTINAZZO et al., 2007). Mudas de Bombacopsis
glabra (Pasg.) A. Robyns (castanha-do-maranhdo) submetidas ao sol pleno e 50 % de sombra
apresentam maior altura, maior clorofila total e menor relacdo clorofila a/b, sob 50 %
(SCALON et al., 2003).

Plantas de Hymenaea courbaril L. — Leguminosae conhecida como jatob, o teor de
clorofila foi maior nas mudas sob menor disponibilidade de luz (30% de luz), aumentando até
0s 194 dias, reduzindo em seguida, apresentado um crescimento quadratico, comportamento
guanto ao conteudo e tratamento similar ao encontrado neste trabalho, embora neste estudo
nédo tenham sido realizadas avaliagdes ao longo do ciclo das plantas (Tabela 5). Nas demais
condigdes de cultivo houve redugao no conteudo de clorofilas totais durante o crescimento das
mudas (50% de luz e pleno sol) (PIEREZAN et al., 2012). Resultados semelhantes também
foram observados em plantas jovens de (camboatd) Cupania vernalis Camb., experimento que
demonstrou que os maiores valores de clorofila foram observados em plantas submetidas a 50
e 70% de sombreamento comparados com as mudas crescidas a 30% e pleno sol (LIMA
JUNIOR et al., 2006), e em (jequitiba-rosa), Cariniana legalis (Mart.) Kuntzs submetidas aos
niveis de 100, 70, 64 e 34% de luminosidade, sendo que, niveis de sombreamento mais
elevados, proporcionaram maior teor de clorofila (REGO et al., 2006). Outros estudos
relatam comportamento similar (BUISSON e LEE, 1993; NAKAZONO et al., 2001).

Estudos relatam reducdo ou aumento na razdo clorofila a/b em plantas crescidas a
sombra, sendo, portanto um comportamento peculiar a espécie estudada. Em plantas de
maracuja (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.) com 90 dias apds a semeadura, 0
crescimento foi prejudicado sob pleno sol, sendo os niveis de sombreamento 50% e 80% 0s
mais favoraveis. Esses autores constataram reducdo na razao clorofila a/b e um aumento dos
teores de clorofila total (ZANELLA et al., 2011). Mudas de Bombacopsis glabra (Pasq.) A.
Robyns (castanha-do-maranhdo) submetidas ao sol pleno e 50 % de sombra apresentam maior
altura, maior clorofila total e menor relagéo clorofila a/b, sob 50 % (SCALON et al., 2003).
No entanto, em Cryptocarya aschersoniana Mez., conhecida popularmente como canela-
batalha, mudas submetidas a diferentes niveis de sombreamento, 30%, 50%, 70% e a pleno
sol, verificou-se que o nivel de 70% de sombreamento proporcionou maior razéo clorofila a/b,
sendo esta razao reduzida com o aumento da radiacéo, tendo a pleno sol os menores valores
(ALMEIDA et al., 2004). Embora neste estudo ndo se tenha observado alteracdo da razéo
clorofila a/b com o aumento do sombreamento, ocorreu aumento da clorofila a com

sombreamento a 50% e 80% (Tabela 5) e esse maior acimulo de clorofila em ambientes mais
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sombreados pode ser devido a um efeito compensatério da espécie a menor quantidade de
radiacao disponivel no intuito de otimizar a absorcéo da luz.

A deficiéncia de luz (75% de sombreamento) estimulou significativamente os teores
de clorofila a, b, total em plantas de Achillea millefolium L. (mil-folhas), pertencente a familia
Asteraceae. O sombreamento causou um aumento significativo na razdo clorofila
total/carotendides e reducdo na razdo clorofila a/b (LIMA et al., 2011). Em outro estudo
realizado com feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), pertencente a familia Fabaceae, as
plantas foram submetidas a dois tipos de tratamento: ambiente normal (pleno sol) e ambiente
artificial (50% de luminosidade). Verificou-se diferenca significativa para os teores de
clorofila a e b, sendo o primeiro 34% e o segundo 39% superior no ambiente artificial
(SANTOS et al., 2011). De acordo com Scalon et al. (2003), o aumento da clorofila b é um
importante mecanismo de adaptacdo a condicdo de menor intensidade luminosa, pois capta
energia de outros comprimentos de onda transferindo-a para a clorofila a, que efetivamente
atua nas reagdes fotoquimicas da fotossintese.

Embora para a espécie estudada neste trabalho nao tenha havido diferencas no teor de
clorofila b entre os tratamentos e nem na razdo a/b (Tabela 5) € comum maior proporcéo
relativa de clorofila b em plantas sombreadas, o que possibilita a captacdo de energia de outros
comprimentos de onda e transferéncia para uma molécula especifica de clorofila a, que
efetivamente toma parte das reagdes fotoquimicas da fotossintese (WHATLEY e WHATLEY,
1982). A diminuicdo na razdo clorofila a/b, a medida que diminui a intensidade de radiacdo, é
discutida como ocorrendo em fungéo do enriquecimento do espectro VD (vermelho distante)
nas condi¢des de sombra, provocando, assim, um aumento das reacOes do fotossistema I, o
qual é mais rico em clorofila b que em clorofila a (ANDERSON, 1986) e, provavelmente,
atua como um sistema de aclimatizacdo de plantas em ambientes enriquecidos com o espectro
VD (Chow et al., 1990). Essa aclimatizagdo tem o sentido de maximizar a absor¢do de
radiacdo em condicOes de sombreamento. No entanto, assim como ocorrido neste trabalho
outras espécies também ndo sofrem variacdo na razdo clorofila a/b e clorofila b em funcéo do
sombreamento, a exemplo de Anadenanthera colubrina (FERREIRA et al., 2012).

Os teores de carotenoides foram maiores com 80% e 50% de sombreamento. Os
tratamentos pleno sol e 30% n&o diferiram entre si, mas estes apresentaram valores inferiores
aos demais tratamentos (Tabela 5). Valores semelhantes foram encontrados em outro estudo,
em que os maiores valores para carotenoides foram observados em plantas de H. courbaril e
E. contortisiliguum quando cultivadas a 80% de sombreamento, diferindo entre todos os
outros tratamentos (LIMA et al., 2010). Ja Zanella et al. (2006) verificaram em plantas de
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maracuja (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.) com 90 dias ap6s a semeadura, com
niveis de sombreamento 50% e 80% e a pleno sol, um decréscimo na concentracdo de
carotenoides totais com o0 aumento do sombreamento.

Estes pigmentos durante a fotossintese podem desempenhar duas funcdes distintas:
absorcdo de luz nos complexos de captacdo de luz atuando como pigmentos acessorios e
atuando como fotoprotetores do aparato fotoquimico pela dissipacdo de energia na forma de
calor, prevenindo danos fotooxidativos as moléculas de clorofila (BOARDMAN, 1997).

Embora se perceba um aumento de carotenoides em folhas submetidas as condicdes de
sombra para algumas espécies, a exemplo do que foi observado neste trabalho (Tabela 5), em
detrimento dessa condigdo ndo ser indutora de aumento de danos foto-oxidativos, alguns
estudos mostram que a condicdo de sol e sombra altera o tipo de carotenoide, em funcéo de
sua atuacdo no aparato fotorreceptor ou fotoprotetor. Thayer e Bjorkman (1990) observaram
que os teores dos carotenoides que participam do ciclo da xantofila (violaxantina, zeaxantina
e anteroxantina) sdo maiores em folhas crescidas ao sol, pela sua maior atuacdo desses
carotenoides na dissipacdo de energia na forma de calor, no entanto ndo havia diferencas
significativas entre outras xantofilas como luteina e neoxantina (as quais estdo associadas a
proteinas de fotorrecepcdo nas antenas dos tilacoides) em folhas crescidas a sombra e ao sol e
também a razdo de a-caroteno/B-caroteno aumentava substancialmente em folhas crescidas a
sombra ou simplesmente ndo havia a-caroteno em folhas crescidas ao sol. A manutencéo de
altas concentragdes de -caroteno em folhas crescia ao sol é fundamental como precursor a

sintese dos carotenoides que participam do ciclo das xantofilas.

6.4. Analises de composicao centesimal

N&o houve diferencas significativas no percentual de cinzas nos diferentes niveis de
sombreamento. J& para lipidios, plantas cultivadas no tratamento com 80% de sombreamento
apresentaram menor percentual, e nos demais tratamentos néo tiveram diferenca entre si. Para
nitrogénio e proteinas os tratamentos com 50% e 80% de sombreamento apresentaram

maiores percentuais (Tabela 6).
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Tabela 6: Composicdo centesimal das folhas de Tetradenia riparia (Hochst) Codd

cultivada em diferentes niveis de sombreamento.

Niveis de Composicéo centesimal
sombreamento Cinzas Lipidios Nitrogénio total ~ Proteinas totais
Pleno sol 1,15a+042 6,33a+0,01 1,98b+0,15 12,43 b 0,09
30% 1,27 a+039 6,12 a+005 2,02 b +0,10 12,64 b +0,04
50% 1,39a+0,10 6,07 a+0,11 2,38a+0,10 14,954a+0,10
80% 1,30a=+0,06 5,11 b +0,06 2,46 a+0,04 15,41 a+0,10

Dados de avaliacdo realizada em triplicata. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste Tukey, p < 0,05. As médias estdo seguidas pelo percentual do coeficiente de

variacao.

O contetdo de minerais observados em estudo em realizado por Poorter et al. (2006)
aumentou de 30-41% em folhas de plantas crescidas em condicBes sombreadas. E possivel
que este resultado tenha ocorrido devido reduzido acimulo comparativo na formacdo de
fotoassimilados em plantas crescidas a sombra em relacdo aquelas crescidas a pleno sol. Uma
vez gque ndo se observou esse comportamento nas plantas cultivadas neste estudo (Tabela 6) é
possivel inferir que este comportamento seja um indicio de alta plasticidade fotossintética
desta espécie as condic¢des tanto de pleno sol quanto sombreadas.

Comumente, tanto lipideos quanto nitrogénio e proteinas sdo compostos encontrados
em maior concentracdo em folhas de plantas crescidas ao sol em comparacdo aquelas
crescidas a sombra (MELETIOU-CHRISTOU et al., 1994). O teor de nitrogénio geralmente
esta associado a capacidade fotossintética da planta (BOLTON e BROWN, 1980), capacidade
esta que em plantas de sol tende a ser maior quando submetidas a condicéo de alta incidéncia
de radiacdo. O aumento no teor de nitrogénio nas condi¢fes de maior incidéncia de radiacao
ocorre devido sua alocacdo em proteinas que participam do processo fotossintético, uma vez
que o conteudo de clorofila tende a diminuir nas condi¢fes de pleno sol. Portanto esse maior
acumulo de nitrogénio nas condi¢Ges de maior luminosidade é especialmente alocado em
proteinas-chaves no processo fotossintético, como a rubisco (ribulose 1,5-bifosfato

carboxilase-oxigenase), a qual concentra uma proporcdo média de 20% do total de nitrogénio
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foliar em plantas C3 estando em boas condi¢des de nutricdo (EVANS e SEEMAN, 1984).
Essa relacdo tem sido comprovada para diferentes espécies e em diferentes situagdes
ambientais de radiacdo (BOLTON e BROWN, 1980; SEEMAN et al., 1987). Embora tenha
sido observado neste trabalho, que tanto o percentual de clorofila (Tabela 5) quanto o de
nitrogénio e proteinas aumenta (Tabela 6) nas condi¢cGes de sombreamento provavelmente
este comportamento ocorra devido a uma maior plasticidade fotossintética da espécie em
estudo as condicdes de sombreamento em relacdo as espécies utilizadas em estudos prévios.
Assim como observado neste trabalho, Poorter et al. (2006) também constataram que a
concentracdo de proteinas foi mais elevada em folhas deciduas com fraca incidéncia luminosa
e também em plantas lenhosas quando sombreadas, quando em comparacédo a plantas cultivas
a pleno sol.

Embora seja comum um maior teor de lipideos totais em folhas expostas a alta
incidéncia de radiacdo ndo se observa interferéncia das condi¢des de sol e sombra no grau de
insaturacdo dos acidos graxos, mas sim na sua composi¢do, uma vez que um aumento na
incidéncia de radiacdo luminosa estimula a producdo de lipideos ricos em acido linolénico
(MELETIOU-CHRISTOU et al., 1994). No entanto a radiacdo pode interferir no teor de
lipideo foliar a depender da caracteristica permanente ou caducifélia da planta, uma vez que
foi observado em folhas de plantas caducifélias, quando da condicdo de baixa intensidade de
radiacdo, um aumento no teor de lipideo de 4-30% em comparacdo a plantas submetidas a alta
radiacdo (POORTER et al., 2006).
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7- CONCLUSOES

Através do cultivo de Tetradenia riparia (Hochst) Codd em diferentes niveis de
sombreamento, observou-se que os tratamentos com 50% e 80% de sombreamento induziram
aumento nos conteudos de clorofila a, clorofila total, carotenoides e no percentual de
nitrogénio total, proteina total e na area foliar.

Os conteudos de clorofila b, a razao de clorofila a/b, estbmatos e tricomas da epiderme
abaxial e o percentual de cinzas nao diferiram entre os tratamentos.

O percentual de lipidios foi menor no tratamento de 80%, ndo havendo diferencas
estatisticas entre os demais tratamentos.

A espessura do limbo foliar foi maior nas plantas submetidas ao tratamento pleno sol.

A producdo de 6leo essencial de Tetradenia riparia é maior quando as plantas sdo
cultivadas sob telas de 30% e 50%. O componente majoritario do 6leo essencial de T. riparia,
em todos os tratamentos estudados, é o hidrocarboneto sesquiterpénico 14-hidréoxi-9-epi-(E)-
cariofileno. Altos teores do componente fenchona no O6leo esencial de T. riparia foram
encontrados nos tratamentos a pleno sol, 30% e 50% de sombreamento, havendo reducéo
abaixo da metade no tratamento com 80% de sombreamento.

Os componentes Tricicleno, Verbeneno, a-Humuleno, Chamigreno e Epi-a-Cadinol
foram encontrados apenas nas plantas de T. riparia cultivadas a pleno sol, y-Himachaleno e a-
Muuroleno foram identificados somente nas plantas cultivadas com 30% de sombreamento. a-
Pineno, p-Felandreno, Longifoleno, 2,4(14)-dieno-Widdra e «-1,7-diepe-Cedrenal
identificados somente nas plantas cultivadas com 50% de sombreamento. B-Selineno ¢ o-
Muurolol foram encontrados apenas nas plantas cultivadas com 80% de sombreamento.

Houve reducdo nos teores de Sabineno, Limoneno, Canfora, Isoborneol, (E)-
Cariofileno e a- Terpineol nas plantas cultivadas a 80% de sombreamento e aumento nos
teores de o-Trans-Bergamoteno e Cubenol observados em plantas cultivadas a 50% de
sombreamento

A producdo e composicdo de Oleos esséncias em T. riparia € influenciada por

diferentes niveis de sombreamento.
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