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POVH, J.A. Reguladores vegetais e bioestimulantes no desenvolvimento de Salvia
officinalis L.: Avaliacdes fisiologicas, bioquimicas e fitoquimicas. 2008. 108p. Tese

(Doutorado) — Instituto de Biociéncias, UNESP — Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO- Este estudo objetivou avaliar o efeito de reguladores vegetais e bioestimulantes
no desenvolvimento, teor e composi¢do de dleo essencial, teores de flavondides e fendis
totais, atividade antioxidante e atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidade de
plantas de Salvia officinalis L. Para tanto, instalou-se experimento em casa de vegetacao, do
Departamento de Boténica, Instituto de Biociéncias, da Universidade Estadual Paulisa -
UNESP, Botucatu, SP. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 6
tratamentos contendo trés repeticdes. As plantas foram tratadas com as seguintes substancias:
1- controle (agua); 2- IBA a 100 mg L™; 3- GAz a 70 mg L™; 4-benzilaminopurina (BAP) a
70 mg L™; 5- GAs+cinetina+IBA - Stimulate® a 1% e 5- GAs.7+N-(fenilmetil)-1-purina-6-
amino - Promalin® a 100 mg L™. As avaliacdes fisioldgicas foram realizadas em 7 coletas,
pelas seguintes caracteristicas: altura da planta, area foliar, massa seca de caule, folhas e da
parte aérea da planta. Para as avaliacdes fitoquimicas, foram avaliadas a producdo de massa
seca da parte aérea e rendimento do Oleo essencial, aos 90 e 120 D.A.E. As analises
bioguimicas foram determinadas nas sete coletas, determinando-se: os teores de flavonoides e
fendis totais, atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase e atividade antioxidante
(CEsp). Analisando-se os resultados obtidos foi possivel verificar que plantas tratadas com
IBA e GA;3; promoveram maiores incrementos na produtividade vegetal, principalmente, na
formacdo da parte aérea. A produgdo de 6leo essencial foi incrementada pela aplicagdo de
IBA nas plantas, mas também tratamentos com GA; e 0 bioestimulante Stimulate® também
influenciaram positivamente no acimulo de 6leo essencial. O maior rendimento de Oleo
essencial foi obtido na coleta aos 120 D.A.E. Os reguladores e bioestimulantes vegetais,
assim como a época de coleta, ndo alteraram 0s componentes quimicos do éleo essencial. O
maior teor de fenois e flavonoides totais foram promovidos ppelo tratamento com IBA.
Plantas tratadas com IBA, GA3 e Promalin® apresentaram maior atividade antioxidante. Com
relagdo as atividades enzimaticas, os tratamentos que apresentaram aumento na atividade da
peroxidase foram a testemunha, GA3; e BAP e na atividade da polifenoloxidase foram IBA,
GA; e Stimulate®.

Palavras-chave: auxina, 6leo essencial, fendis totais, flavonoides, atividade antioxidante
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POVH, JA. Plant growth regulators and biostimulants on Salvia officinalis L.
development: Physiological, biochemical and phytochemical evaluations. 2008. 108p.

Thesis (Doctorate) — Institute of Biosciences, UNESP — Sdo Paulo State University, Botucatu.

ABSTRACT- This study aimed at evaluating the effect of plant growth regulators and
biostimulants on development, essential oil content and composition, total flavonoid and
phenol levels, besides peroxidase, polyphenol oxidase and antioxidant activities in Salvia
officinalis L plants. The experiment was carried out in a greenhouse from Department of
Botany, Institute of Biosciences, Sdo Paulo State University - UNESP, Botucatu, Sdo Paulo
State, Brazil. Experimental design was completely randomized with six treatments and three
replicates. Plants were subjected to the following substances: 1- control (water); 2- IBA 100
mg L™; 3- GA; 70 mg L™; 4- benzylaminopurine (BAP) 70 mg L™; 5- GAs+kinetin+IBA -
Stimulate® 1%, and 5- GA4.7+ N-(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine - Promalin® 100 mg L~
! Physiological evaluations were performed in seven harvestings and consisted of plant
height, leaf area, and dry matter of stem, leaves and shoot. As regards phytochemical
evaluations, shoot dry matter and essential oil yield were assessed at 90 and 120 D.A.E. Also,
the following biochemical evaluations were performed: total flavonoid and phenol levels,
besides peroxidase, polyphenol oxidase and antioxidant (CEsp) activities. IBA- and GAs-
treated plants had higher plant productivity, mainly concerning shoot formation. IBA
application led to an increase in essential oil yield, which was also positively influenced by
GA; and Stimulate®, a biostimulant. The highest essential oil yield was detected at 120
D.A.E. Plant growth regulators, biostimulants and harvesting times did not lead to alterations
in the essential oil chemical composition. IBA-treated plants presented the highest total
phenol and flavonoid levels. Plants subjected to IBA, GA; and Promalin® had higher
antioxidant activity. Considering enzymatic activities, there was an increase in peroxidases
when plants were treated with GA3; and BAP, as well as in controls, whereas polyphenol

oxidase was higher in IBA-, GAz- and Stimulate®-treated plants.

Key words: auxin, essential oil, phenol, flavonoids, antioxidant activity



1- INTRODUGCAO

As plantas medicinais e aromaticas tém grande importancia para a industria
farmacéutica e para a medicina tradicional em varios paises. O género Salvia é pertencente a
familia Lamiaceae que se destaca por sua importdncia econdmica, sendo suas espécies
amplamente utilizadas como medicinais, condimentos, aromaticas e ornamentais (Martins et
al., 1998).

Salvia officinalis L. é uma espécie medicinal e aromatica originaria do Sul da Europa,
amplamente usada na medicina para tratamentos de varios grupos de doencas, na fabricacdo
de cosméticos e muitas pessoas usam na preparacdo de alimentos. E uma planta de clima
guente sem excesso de calor, desenvolvendo-se bem em solo drenado argilo-arenoso,
podendo sofrer em solos Umidos. (Martins et al., 1998).

Dentre suas propriedades terapéuticas, destacam-se: a emenagoga, diaforética,
germicida, antibactericida, anti-séptico, antiinflamatoria, antioxidante e adstringente (Evans,
1991; Hertwig, 1991; Costa, 1994). Muito usada para combater a inflamacdo da cavidade
bucal e da gengiva e, também, como agente gastrintestinal (Tekel’Ova, 1993). Extratos de
sélvia ou 6leo essencial apresentam propriedades hipotensiva, acdo no sistema nervoso central
e atividade antiespasmddica (Newall, 1996).

O valor comercial das plantas medicinais e aromaticas tem refletido, qualitativa e
guantitativamente, na producdo de seu Gleo. O 6leo como um produto do metabolismo da
célula vegetal, sendo a composicdo ndo estavel e dependente de diversos fatores que séo
regulados pelo metabolismo, pode sofrer alteraces qualitativas de seus constituintes (Simdes,
1999). Segundo Croteau et al. (1981), a acumulagdo do 6leo essencial depende das fases de
desenvolvimento da planta. A origem da folha primordial, sua expansédo, total maturacéo e
baixa senescéncia sdo importantes para a producdo de 6leo de valor comercial.

O odleo essencial de S. officinalis L. é constituido, principalmente, de monoterpenos e
sesquiterpenos, sendo estes sintetizados nas células dos tricomas glandulares (peltado e
captado) e armazenados no interior de uma capsula situada no apice deste. Este 6leo pode ser
obtido das folhas e das unidades florais e, tradicionalmente, extraido por arraste de vapor com
rendimento variando de 0,5 a 1,1% (Duke, 2002). Os compostos constituintes do dleo ja
foram caracterizados em varios estudos, sendo verificado que ocorre pouca variacdo dos
componentes majoritarios: tujona e canfora; e estes sdo biologicamente ativos e possuem
acdo toxica e farmacologica (Duke, 2002).

Em plantas medicinais, ndo se deve preocupar somente com a produgdo quantitativa

de biomassa, mas também com a riqueza dos principios ativos contidos. Por isso, diferentes
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aspectos de cultivo devem ser levados em consideracdo para que se possa produzir plantas
medicinais em quantidades suficientes e com as qualidades necessarias. Além disso, 0
conhecimento da composicdo quimica de 6leos essenciais tem sido utilizado em estudos de
taxonomia e filogenia (Gottlieb e Salatino, 1987; Martins, 1996).

Além das propriedades terapéuticas e amplo uso na industria farmacéutica, cosmética
e alimenticia, S. officinalis € uma erva muito popular que h& décadas vem sendo estudada,
devido os seus componentes antioxidantes. O efeito protetor exercido por esta espécie tem
sido atribuido a presenca de varios compostos antioxidantes, os quais se destacam 0sS
compostos fendlicos (Chipault et al., 1952; Cuvelier et al., 1996; Martins et al., 1998). Estes
compostos apresentam excelente atividade “limpante” (scavenging) na acdo do oxigénio
como radical superdxido, radical hidroxila e oxigénio “singlet” (Masaki et al., 1995) e inibe a
peroxidacdo de lipidios (Hohmann et al., 1999) e, consequentemente, 0s extratos ricos em
substancias antioxidantes tem sido amplamente utilizados para estabilizacdo de lipidios em
alimentos ricos em gorduras (Ternes e Schawarz, 1995).

Devido a variabilidade de fatores ambientais os constituintes fendlicos dos extratos
obtidos de diferentes exemplares de S. officinalis apresentaram grande diferenca na
composicdo e, consequentemente, diferencas no poder oxidativo (Cuvelier et al., 1996; Areias
et al., 2000).

O uso de substancias ativas que possam aumentar o crescimento e produtividade é de
grande interesse econdmico. Os reguladores vegetais sdo amplamente usados na agricultura
devido a influéncia positiva no aumento e na qualidade das colheitas (Nickell, 1982), sendo
amplamente testados em frutos e vegetais (Audus, 1972). Porém, poucos estudos apontam a
acdo dessas substancias em plantas medicinais e aromaticas, sendo estas também de grande
importancia econdmica, principalmente em espécies produtoras de 6leo essencial.

Os reguladores vegetais podem influenciar a resposta de muitos 6rgdos da planta,
porém essa resposta depende de alguns fatores como: a espécie, parte da planta, estadio de
desenvolvimento, concentracao, interacdo entre outros reguladores e varios fatores ambientais
que também estdo envolvidos em processos de crescimento e desenvolvimento de um érgao
ou tecido vegetal (Salisbury e Ross, 1992). A aplicacdo exdgena de reguladores vegetais pode
modificar o comportamento de uma planta, alterando sua produtividade, como 0 seu
metabolismo secundério, aumentando ou diminuindo o teor de dleo essencial e seus
constituintes (Shukla e Faroogi, 1990).

As auxinas sdo substancias quimicamente relacionadas com o acido indolil-3- acético

(IAA), que promovem o crescimento das plantas, principalmente através do alongamento
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celular (Taiz e Zeiger, 2006). Em plantas medicinais e aromaticas as auxinas estdo
relacionadas com a sintese e composi¢do do 6leo essencial.

As giberelinas estdo associadas a promocdo do crescimento do caule e a aplicagdo
desse regulador vegetal a planta intacta pode induzir ao aumento significativo na sua altura. A
aplicagcdo exdgena de giberelina promove o alongamento dos entrends e associado a esse
efeito, hd também a diminuicdo na espessura do caule e no tamanho da folha, além da
coloracéo verde clara das folhas. Apresentam pouco efeito no crescimento da raiz (Taiz e
Zeiger, 2006).

As citocininas participam na regulacdo de muitos processos fisioldgicos da planta,
incluindo a divisdo celular, a morfogénese da parte aérea e das raizes, a maturacdo dos
cloroplastos, o alongamento celular e a senescéncia (Taiz e Zeiger, 2006). As citocininas,
assim como as giberelinas, sdo reguladores vegetais amplamente empregados para otimizar o
crescimento e o rendimento de metabolitos secundarios das plantas (Shukla e Farooqi, 1990),
pois estas substancias quando aplicadas exogenamente influenciam varios aspectos do
desenvolvimento e da biossintese de importantes compostos (Wareing e Phillips, 1985).

Muitos estudos foram realizados com o &cido giberélico, pois este favorece o
desenvolvimento em varias espécies vegetais por promover o alongamento celular. Em
plantas aromaticas, a aplicacdo de giberelina sintética (GA3) tem resultado em notavel
aumento dos entrends, no acimulo de material organico, aumento ou diminui¢do no teor de
Oleo essencial e alteracfes nos constituintes quimicos do 6leo (Krys’kov e Shkurat, 1961;
Tronchet, 1961; Povh e Ono, 2007).

Atualmente, além do uso dos reguladores vegetais de modo isolados como
substancias ativas para a promog¢do do aumento da producdo, produtos como oS
bioestimulantes estdo em destaque. Os reguladores vegetais sdo substancias sintéticas que
aplicadas exogenamente possuem acao similar aos grupos de hormdnios vegetais conhecidos,
enguanto que estimulante vegetal ou bioestimulante é a mistura de reguladores vegetais ou de
um ou mais reguladores com outros compostos de natureza bioquimica diferente; esse produto
quimico pode, em funcdo da sua composicdo, concentracdo e proporcdo das substancias,
incrementar o crescimento e desenvolvimento vegetal (Castro e Vieira, 2001). A aplicacdo
agricola de reguladores vegetais e bioestimulantes vegetais esta se tornando uma pratica de
grande destaque, aprimorando de forma significativa a producéo de laranja ‘Péra’ (Castro et
al., 1998), feijdo, milho, arroz e soja (Alleoni et al., 2000; Milléo et al., 2000; Vieira e Castro,
2001; Vieira e Castro, 2004; Braccini et al., 2005) e o nimero de bagas em videira (Tecchio,
2005), sendo os resultados obtidos até o momento com o0 uso dessa técnica bastante

promissores (Vieira e Castro, 2004).
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Alguns estudos relacionados com o uso dessas substancias no teor e composicao de
Oleo essencial em plantas medicinais foram realizados por Povh e Ono (2006) e esses autores
observaram em plantas de Salvia officinalis L. que a aplicacdo de Stimulate® a 2% promoveu
aumento no crescimento e rendimento do 6leo essencial.

No Brasil sdo poucos os estudos sobre o efeito de diferentes reguladores vegetais e
bioestimulantes, na producdo de biomassa e de metabdlitos secundarios em plantas
medicinais. Portanto, os esforgos na busca de substdncias ativas que possam aumentar a
producdo destas espécies vegetais, visando, principalmente o aumento no crescimento e
acimulo de 6leo essencial sdo de grande importancia, principalmente, quando se considera a
dependéncia da industria farmacéutica nacional a importacdo de matéria-prima nesta area que
chega a 80% (Ming, 1992).

Diante da escassez de estudos em fisiologia de plantas medicinais no Brasil o presente
trabalho visou avaliar o efeito de diferentes reguladores vegetais e bioestimulantes no
desenvolvimento, no teor de 6leo essencial e composicdo de 6leo essencial e na atividade

antioxidade de plantas de Salvia officinalis L. cultivadas no Brasil.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Descricdo Botanica
2.1.1- Familia: Lamiaceae

A familia Lamiaceae Lindley (Labiateae Juss) pertencente a subclasse Asteridae, ordem
Lamiales (Cronquist, 1981) possui aproximadamente 220 géneros e 4000 espécies de
distribuicdo cosmopolita (Hedge, 1992). Segundo Harley (1994), no Brasil ocorrem 29
géneros e 505 espécies dessa familia. De acordo com Barroso (1986) sdo poucos 0s géneros
de nossa flora e muitos os introduzidos em nossas culturas como plantas medicinais, que séo

produtoras de 6leos essenciais, utilizadas como condimento ou ornamentais.

A familia destaca-se por sua importancia econdmica sendo suas espécies amplamente
utilizadas como medicinais, condimentares, arométicas e ornamentais, como por exemplo:
Salvia officinalis L. (salvia), Rosmarinus officinalis L. (alecrim), Ocimum basilicum
(manjericdo), Mentha sp (horteld), Thymus vulgaris (tomilho), Lavandula angustifolia Mill.
(alfazema), Salvia splendens Sellow ex Roem. (sangue de addo) e Salvia guaranitica A.
St.Hill.- ex Benth. (salvia-azul) (Judd, 1999).

O género Salvia possui cerca de 800 espécies (Judd, 1999) de ampla dispersdo,
principalmente no Mediterraneo e Oriente e nas regides montanhosas subtropicais (Barroso,
1986).

2.1.2- A espécie Salvia officinalis L.

Salvia officinalis L., pertencente a familia Lamiaceae, é originaria do mediterraneo e
aclimatada na regido sul do Brasil, considerada subarbusto lenhoso, as folhas inferiores séo
pecioladas, opostas, finamente reticuladas e levemente recobertas por fina penugem e as
folhas superiores sdo sésseis, compostas de flores pequenas, geralmente, azuladas. E
considerada uma planta aromética e com propriedades medicinais, sendo usada como
condimento e na medicina doméstica (Martins et al., 1998).

Desenvolve-se bem em regifes de clima ameno como no sul do Brasil. Aprecia ser
cultivada em locais que recebam bastante luz solar e cujo clima seja quente, sem excesso de
calor. Em climas tropicais s6 se conserva viva em vasos protegidos do excesso de radiagao
solar. Prefere solos de terrenos bem drenados, permeaveis, argilo-arenoso, leves, ricos em
matéria organica e nutriente, com bom suprimento inicial e periddico de nitrogénio e com

uma boa exposic¢do a luz solar, podendo sofrer em terrenos Umidos (Martins et al., 1998).



2.2- Atividades Farmacoldgicas da Salvia officinalis L.

As plantas medicinais e aromaticas tém grande importancia para a inddstria
farmacéutica e para a medicina tradicional em varios paises. Salvia officinalis L. € uma planta
medicinal muito popular que ha décadas vem sendo estudada, devido os seus componentes
antioxidantes. E amplamente usada na medicina para tratamentos de varios grupos de doencas
e muitas pessoas usam na preparacdo de alimentos (Chipault et al., 1952; Cuvelier et al.,
1996).

Dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estimam que, aproximadamente,
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam para atendimento primario da
salde, especialmente a medicina tradicional, da qual a maior parte envolve o uso de extratos
vegetais ou seus principios ativos (Farnsworth et al., 1991).

As folhas de Salvia officinalis L. sdo muito conhecidas por suas propriedades
antioxidativas (Chipault et al., 1956; Farag et al., 1989; Lamaison et al., 1990; Schwarz e
Ternes, 1992; Cuvelur et al., 1994; Hohmann et al., 1999; Baricevic e Bartol, 2000). Dentre
suas propriedades terapéuticas, destacam-se: a emenagoga, diaforética, germicida,
antinflamatoria, anitoxidante e adstringente (Evans, 1991; Hertwig, 1991; Costa, 1994).

Os extratos aquoso, alcodlico e cetbnico de Salvia officinalis sdo usados como agentes
anti-sépticos, antibactericida, fungicida e antinflamatério; amplamente usado para combater a
inflamacdo da cavidade bucal e da gengiva e como agente gastrintestinal (Tekel’Ova, 1993).
Sdo também combinados na preparacdo de medicamentos para o tratamento de bronquite
aguda e cronica (Manolova et al., 1995), apresentando ainda propriedades hipotensiva, acao
no sistema nervoso central e atividade antiespasmaddica (Newall, 1996).

Atualmente, tem sido de grande interesse produtos naturais que possuem potencial
antimicrobial para a formulacdo de produtos cosméticos, incluindo os éleos essenciais de

Laurus nobilis, Eucalyptus globulus e Salvia officinalis (Maccioni et al., 2002).

2.3- Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas que podem conter muitos compostos
organicos. Seus constituintes podem pertencer as mais diversas classes de compostos, porém
os terpendides e os fenilpropandides sdo as classes de compostos mais comumente
encontradas. Os terpenos encontrados com maior freqiiéncia nos 6leos essenciais sdo 0s

monoterpenos e sesquiterpenos, bem como os diterpenos, constituintes minoritarios dos 6leos
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essenciais. Os 0leos essenciais, também chamados de 6leos volateis, etéreos ou simplesmente
esséncias, sdo principios ativos encontrados em varias partes das plantas (Tyler et al., 1988;
Simdes et al., 1999).

Os terpenos ou isoprenos sdo formados a partir da unido de unidades isoprénicas de 5
carbonos. Estes compostos podem ser formados por diferentes rotas biossintéticas, entre elas a
rota do &cido mevaldnico que ocorre no citoplasma das células secretoras dos tricomas
peltados. Para formar acido meval6nico, trés moléculas de acetil CoA sofrem varias reagoes,
passando por processos de fosforilacdo, descarboxilacéo e desidratacdo formando isopentenil
difosfato (IPP), que é a unidade bésica para a formacdo de isoprenos. Outros isoprenos
(principalmente, triterpenos e sesquiterpenos) podem também serem formados pela rota do
metileritritol fosfato, que ocorre nos cloroplastos e/ou plastideos e utilizam como precursores,
intermediarios da glicélise ou da reducdo do carbono por meio da fotossintese (Castro et al.,
2004; Taiz e Zeiger, 2006).

As unidades de IPP sdo encontradas, principalmente, nas plantas superiores, embora
possam estar presentes em outros organismos. Muitas destas unidades ocorrem livres nos
tecidos vegetais em forma de glicosideos, éster de &cidos organicos ou entdo, combinados
com proteinas. Alguns terpenos podem funcionar como metabolitos primarios, atuando no
desenvolvimento do vegetal, porém, a maioria atua como metabélito secundario com fungao
repelente contra herbivoros (Castro et al., 2004; Taiz e Zeiger, 2006).

Os compostos terpénicos: monoterpendides e sesquiterpenos sdo compostos por 10 e
15 carbonos, respectivamente, formando a maior parte dos componentes do 6leo essencial
(Judd, 1999); os 6leos essenciais possuem cheiro e sabor caracteristicos e sdo sollveis em
solventes orgénicos apolares, como éter, recebendo, por isso, a denominacéo de 6leos etéreos,
apresentando-se na forma de liquido oleoso (Akisui, 1972; Cecy, 1989). De maneira geral,
sdo insoluveis em &gua, porém apresentam solubilidade suficiente para passar o seu odor a
agua (Costa, 1986). Sdo importantes como matéria-prima para perfumes e medicamentos
sendo também utilizados como especiarias (Claus, 1961; Costa, 1986; Cecy, 1989).

As substancias odoriferas foram consideradas por muito tempo como “desperdicio
fisiologico” ou produtos de desintoxicacdo, como eram vistos 0s produtos do metabolismo
secundario. Atualmente, considera-se a existéncia de fungdes ecoldgicas, como por exemplo,
a inibicdo da germinagdo, protecdo contra predadores, atracdo de polinizadores, protecdo
contra perda de dgua e aumento da temperatura da planta (Simdes, 1999).

Os dleos essenciais desempenham fungbes de defesa na planta, aléem de exercerem
alguns papéis ecoldgicos nas interagdes planta-planta, planta-fungo e planta-animal. A

interacdo planta-animal é caracterizada, principalmente, pela funcdo antiherbivoria que os
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6leos apresentam (Gottlieb, 1985). Tal atividade é marcante nos 6leos essenciais e mais de
100.000 grupos quimicos ja foram identificados nos vegetais (Howe e Westley, 1988).

Os 6leos essenciais possuem alto indice de refragdo sendo a maioria oticamente ativa e
possui indice de rotacdo especifico como uma propriedade para diagnose, permitindo
distinguir o produto natural do sintético (Costa, 1986; Cecy, 1989). Granero (1976), através
de estudos fitoquimicos, relata os problemas encontrados durante o processo de obtencéo,
controle e estudo da composi¢do de um 6leo essencial, uma vez que, 0 mesmo esta sujeito aos
fendmenos de isomerizacdo, saponificacdo, hidrélise ou polimerizacéo.

Gottlieb (1984) relata que esses compostos sdo encontrados em diversas familias de
plantas, ocorrendo em estruturas que evoluiram de organulos oleiferos, células oleiferas,
cavidades e canais esquizdgenos e pélos glandulares.

A producdo de 6leos essenciais em plantas esta geralmente associada a presenga de
estruturas secretoras especializadas como tricomas glandulares e ductos de Oleo
(Venkatachalam et al., 1984). Nas Lamiaceae, o principal 6rgdo secretor sdo 0s tricomas
glandulares e o detalhe da estrutura pode variar com a espécie (Amelunxen, 1964; 1965).
Através de analises em cromatografia gasosa no teor glandular de algumas Lamiaceae, pode-
se avaliar a variacdo quantitativa e qualitativa no teor do 6leo entre diferentes tipos de tricoma
glandular de alguns tecidos (Henderson et al., 1970).

A produgdo de metabdlitos secundarios, no caso 6leo essencial, estd condicionada a
diversos fatores. Segundo Correa Janior et al. (1991), fatores de ordem genética ou enddgena
sdo os que dependem da carga genética de cada planta, sendo diferentes para cada espécie
fazendo com que cada qual tenha uma composicdo quimica diferente. Fatores externos como
temperatura, pluviosidade, vento, solo, latitude e altitude também interferem de forma
significativa na sintese dos metabdlitos secundarios. Fatores técnicos, como forma de plantio,
adubacado, tratos culturais e época de colheita também tém sua importancia, tanto na producédo
de biomassa como no teor de principios ativos.

De acordo com Simdes (1999), a composi¢do do oOleo essencial de uma planta é
determinada genéticamente, sendo geralmente especifica para um determinado 6rgéo e
caracteristica para 0 seu estadio de desenvolvimento, mas as condi¢fes ambientais sdo
capazes de causar variagdes significativas. Os aspectos determinantes da variabilidade s&o:

- quimiotipos: a ocorréncia de quimiotipos ou ragas quimicas é freqiiente em plantas ricas em
Oleos essenciais; seriam aqueles vegetais botanicamente idénticos, mas que diferem
quimicamente;

- ciclo vegetativo: em uma determinada espécie, a concentracdo de cada um dos compostos

do seu 6leo essencial pode variar durante o desenvolvimento do vegetal;
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- fatores extrinsecos: o ambiente no qual o vegetal se desenvolve e os tipos de cultivo
também influenciam sobre a composi¢do quimica dos Oleos essenciais. A temperatura, a
umidade relativa, a duracdo total de exposicdo ao sol e o regime de ventos exercem influéncia
direta, sobretudo sobre as espécies que possuem estruturas histoldgicas de estocagem na

superficie.

2.3.1- Importéncia econdmica dos 6leos essenciais

Atualmente, na agricultura tem-se incluido além de plantas convencionais, as plantas
cujos metabdlitos secundarios sdo valorizados por suas caracteristicas aromaticas ou
terapéuticas, ou matéria-prima natural para perfumarias e indudstria quimica. A agroinddstria
tem investido em pesquisas de 6leos essenciais em plantas para aumentar a qualidade do 6leo
(Sangwan et al., 2001).

Os 6leos essenciais tm uma larga utilizacdo nas inddstrias alimenticias, de cosméticos
e perfumaria e de higiene e limpeza. O Brasil importa a maior parte dos 6leos essenciais que a
industria nacional desses setores utiliza, em média nos ultimos anos importou-se U$ 10,8
milhdes, contra U$ 2,2 milhdes de exportacbes. Destaca-se neste segmento os 6leos essenciais
de citricos que movimentam nesse setor, mundialmente, cerca de U$ 900 milhdes anuais
somente em relacdo a perfumaria (Serafini e Cassel, 2001).

Os indicativos de mercado ddo conta de que ha uma real possibilidade para a producédo
nacional neste campo econémico, com vantagens em termos de custo e qualidade. Pesquisas
realizadas com algumas espécies cultivadas no Brasil demonstraram que o rendimento e a
gualidade dos 6leos obtidos equivalem e, em alguns casos, superam o padrdo mundial. A
regido do Mediterrneo e Estados Unidos sdo os principais produtores de Salvia officinalis L.;
no Brasil esta espécie foi aclimatada e tem sido cultivada, principalmente na regido Sul
(Serafini e Cassel, 2001).

Portanto, a utilizacdo crescente nas indlstrias de alimentos, cosméticos e
farmacéuticos tornou o cultivo de espécies aromaticas e a obtencdo de dleos essenciais em
importantes atividades econdmicas. Embora, a utilizagdo maior ocorra nas areas de alimentos
(condimentos e aromatizantes de alimentos e bebidas) e cosméticos (perfume e produtos de
higiene), também em farmécias, as drogas vegetais ricas em 0leos essenciais sdo empregadas
in natura para a preparacdo de infusdes. Ainda, muitos 6leos essenciais sdo utilizados em
funcdo de suas propriedades terapéuticas e para a aromatizacdo de formas farmacéuticas
destinadas ao uso oral (Simdes, 1999).
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2.3.2- Oleos essenciais em Salvia officinalis L.

Salvia officinalis L. contém oOleo essencial constituido, principalmente, de
monoterpenos e sesquiterpenos, sendo estes sintetizados nas células dos tricomas glandulares
e armazenados no interior de uma cépsula situada no &pice do tricoma glandular; é obtido das
folhas e das unidades florais e, tradicionalmente, extraido por arraste de vapor com
rendimento variando de 0,5 a 1,1% (Duke, 2002).

O valor comercial das plantas medicinais e aromaticas tem refletido, qualitativa e
guantitativamente, na producdo de seu 6leo. O 6leo como um produto do metabolismo da
célula vegetal, sendo a composicdo ndo estavel e dependente de diversos fatores que séo
regulados pelo metabolismo, pode sofrer alteraces qualitativas de seus constituintes (Simdes,
1999).

O ¢leo essencial de salvia ja foi caracterizado em varios estudos, sendo verificado que
ocorre pouca variagdo dos componentes majoritarios: tujona e canfora e estes compostos
constituintes do 6leo essencial sdo biologicamente ativos e possuem acgdo tdxica e
farmacoldgica (Duke, 2002). Guillen et al. (1996) descrevem como principais componentes a
a-tujona, cariofileno, 1,8-cineol, a-humuleno e canfora. Segundo Drazic e Brkic (2001), dos
compostos do dleo essencial de Salvia officinalis pode-se destacar a a-tujona, canfora, 1,8-
cineol, a-pireno, B-pireno, B-cariofileno e a-humoleno.

Lawrence et al. (1971) e Croteau e Karp (1976) descrevem para o0 6éleo essencial de
Salvia officinalis L. a cadnfora como o maior componente, correspondendo a cerca de 20% do
6leo. A biossintese deste monoterpeno envolve como primeiro passo, a ciclizacdo do geranil
pirofosfato a bornil pirofostato (Croteau e Karp, 1977). O bornil pirofosfato é hidrolizado
a borneol (borneol pirofosfatase), que €, subsequentemente, oxidado a canfora (borneol
pirofosfato sintetase) (Croteau e Karp, 1976).

Segundo Croteau et al. (1981), a acumulagdo do 6leo essencial depende das fases de
desenvolvimento da planta. A origem da folha primordial, sua expansdo, total maturacéo e
baixa senescéncia sdo importantes para a producdo de 6leo de valor comercial. A ontogenia
também afeta a composicdo do dleo, em Salvia officinalis L. o teor de canfora aumenta com a
expanséo da folha.

Guenther (1949) descreve que a alta qualidade de plantas de sélvia é uma combinacgao
de varios fatores, como a coloracdo da folha (prata), teor do 6leo essencial (>1,5%) e
composicdo do 6leo essencial; as plantas chegam ao maximo de producdo no primeiro ano de
crescimento. Putievsky et al. (1992) descrevem que a boa qualidade do dleo de sélvia deve

conter alta porcentagem (>50%) de a- e B-tujonas e baixa proporg¢ao (<20%) de canfora.
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Estudos sobre a influéncia da variacdo sazonal na composicdo do 6leo essencial em
Salvia officinalis L. realizados por Pitarevic et al. (1984) demonstram que a producdo e
composicdo do éleo variou més a més, atingindo 0 maximo durante o verdo. Entretanto, para
se obter um dleo essencial de melhor qualidade, isto €, com a maxima porcentagem de tujona,
recomenda-se a colheita das folhas durante o outono.

Putievsky et al. (1986) realizaram colheitas de Salvia officinalis L. em trés diferentes
épocas (primavera, verdo e outono) e verificaram que o maior rendimento de 6leo essencial
foi obtido no verdo, colhido no primeiro ano. Estes autores verificaram ainda que, a maior
guantidade dos principais componentes do 6leo, tujonas e canfora, ocorreu no segundo ano
apos o plantio, na primavera. Enquanto que para Guenther (1949), o maior rendimento de
6leo essencial de salvia também ocorreu no verdo, mas a melhor qualidade foi obtida no
outono.

Alguns estudos revelam o efeito da secagem na qualidade do 6leo essencial de plantas
de Salvia officinalis L. A recomendacdo de temperatura para a secagem varia de 35 a 50°C
(Koller, 1987; Bendl et al., 1988). Muller et al. (1992) estudaram o efeito da temperatura de
secagem e a qualidade e quantidade de 6leo essencial em plantas de Salvia officinalis L. e
relatam que, com o aumento na temperatura de 30 até 90°C e tempo de secagem, resultou em
reducdo de 99,7% a temperatura de 90°C e 120 horas, porém alguns compostos, como a-
tujona, ndo foi significativamente alterada por temperaturas superiores a 50°C, mas em outros
compostos como, pineno, canfeno e mirceno, foi observada alteracdo com o aumento da
temperatura.

E importante ressaltar que vérios estudos com Salvia officinalis L. cultivada no mundo
todo revelam uma grande variedade na constituicdo quimica do Oleo essencial que é
dependente da fertilizacdo mineral do solo (Piccaglia e Marotti, 1993), intensidade de luz (Li
et al., 1996), idade do dérgdo (Lé&nger et al., 1993), condigdes climaticas (Mathé et al., 1992),
sazonalidade (Putievsky et al., 1986; Grella e Picci, 1988) e parte da planta (Perry et al.,
1999). Por causa da ampla varia¢do, os constituintes do 6leo essencial de sélvia, algumas
vezes, nao se assemelha ao perfil padrdo definido pela 1SO 9909 (Bruneton, 1999) para dleo
essencial oficial de Salvia officinalis L., que de acordo com Bruneton (1999) é: cis-tujona (18
a 43%), trans-tujona (3 a 8,5%), canfora (4,5 a 24,5%), cineol (5,5 a 13%), humoleno (0-
12%), a-pireno (1 a 6,5%), canfeno (1,5 a 7%), limoneno (0,5 a 3%), linalool (no méaximo
1%) e acetado de bornila (2,5% no maximo).

Em plantas medicinais, ndo se deve preocupar somente com a producdo quantitativa
de biomassa, mas também com a riqueza dos principios ativos contidos. Por isso, diferentes

aspectos de cultivo devem ser levados em consideracdo para que se possam produzir plantas
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medicinais em quantidades suficientes e com as qualidades necessarias. Além disso, o
conhecimento da composicdo quimica de 6leos essenciais tem sido utilizado em estudos de
taxonomia e filogenia (Gottlieb e Salatino, 1987; Martins, 1996).

Portanto, a quantidade e a qualidade dos 6leos essenciais produzidos por diferentes
espécies medicinais sdo dependentes de diversos fatores. No entanto, Henderson et al. (1970)
sugerem que esta variagdo, tanto na quantidade e qualidade de dleo essencial, pode estar
relacionada também com o tipo de estruturas secretoras e a sua freqiiéncia. Dessa forma,
muitos autores, através de diferentes técnicas de estudos estruturais, tais como microscopia de
luz, microscopia eletrénica de varredura e de transmissdo, correlacionam a composi¢do de

6leo essencial com os sitios de producéo e liberacdo.

2.4- Atividade Antioxidante

Nos udltimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado o papel
chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo envelhecimento e
pelas doengas degenerativas associadas ao envelhecimento, como cancer, doencas
cardiovasculares, cataratas, declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais (Atoui et al.,
2006).

O oxigénio é uma molécula altamente reativa que pode ser reduzido para formar
agentes quimicamente reativos, denominados de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), tais
como radical hidroxila (OH"), &nion radical superoxido (O) e hidroperoxila (ROO") que sdo
moléculas que ocupam um orbital atdmico ou molecular sozinho, sendo conhecidas também
como radicais livres. Estas formas de oxigénio sdo altamente prejudiciais para os constituintes
celulares, incluindo o DNA, podendo oxidar os lipidios e as proteinas (Haslam, 1996; Valko
et al., 2004; EI-Agamey et al., 2004; Omoni e Aluko, 2005).

Os ROS atacam as cadeias de acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios e do
colesterol, abstraindo um hidrogénio do grupo metileno bis-alilico, iniciando assim, o
processo de peroxidagdo lipidica nas membranas celulares. Os radicais de carbono formados
podem reagir com oxigénio originando radicais peroxila, que por sua vez podem atacar novas
cadeias de acidos graxos poliinsaturados, propagando a reacdo. O resultado deste processo é a
oxidacdo de varias moléculas de acidos graxos (Haslam, 1996; Valko et al., 2004; EI-Agamey
et al., 2004; Omoni e Aluko, 2005).

Os hidroperdxidos formados na peroxidacao lipidica tém vida curta e quando reagem

com metais formam aldeidos (isto é, malonaldeido, acroleina, crotonaldeido) e epdxidos, os
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quais séo reativos e causam danos de novo ao DNA (Valko et al., 2004; EI-Agamey et al.,
2004; Omoni e Aluko, 2005).

A producdo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos compostos
antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena (superéxido dismutase), ou serem
provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Destas Ultimas destacam-se tocoferdis
(vitamina E), &cido ascorbico (vitamina C), polifendis, selénio e carotendides (Haslam, 1996;
Valko et al., 2004; El-Agamey et al., 2004; Omoni e Aluko, 2005). Quando héa limitacdo na
disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer lesdes oxidativas de carater cumulativo. Os
antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataguem 0s
alvos bioldgicos nas células (Atoui et al., 2006).

A vitamina E é a designacdo dada a um grupo de compostos antioxidantes
lipossoldveis, entre os quais o0 a-tocoferol é a forma mais ativa. E encontrada em lipoproteinas
e membranas, atuando no bloqueio da reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica, através do
sequestro do radical peroxila. A vitamina C tem muitas funcgdes fisioldgicas, entre elas, o alto
poder antioxidante de reciclar a vitamina E no processo de peroxidacdo lipidica das
membranas e lipoproteinas (Haslam, 1996; Valko et al., 2004; EI-Agamey et al., 2004; Omoni
e Aluko, 2005).

Os carotenos (CAR) protegem os lipidios dos danos peroxidativos inativando o
oxigénio singleto, sem sofrer degradacdo, através da reacdo com os radicais peroxila,
hidroxila e superdxido. A atividade antioxidante dos CAR é decorrente da habilidade de
deslocar elétrons desemparelhados através da estrutura de ligacBes duplas conjugadas, sendo
relatadas na literatura trés propostas de mecanismos para a reacao de radicais livres com CAR
(Haslam, 1996; Valko et al., 2004; EI-Agamey et al., 2004; Omoni e Aluko, 2005).

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que, presentes em
concentragBes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou
inibem a oxidacdo do substrato. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo
reativos para propagar a reacdo em cadeia, sendo neutralizados por reagdo com outro radical,
formando produtos estaveis ou podendo serem reciclados por outro antioxidante (Haslam,
1996; Valko et al., 2004; EI-Agamey et al., 2004; Omoni e Aluko, 2005; Atoui et al., 2006).

No organismo humano, a atividade metabdlica normal produz constantemente radicais
livres. Estas moléculas, geradas in vivo, reagem com DNA, RNA, proteinas e outras
substancias oxidaveis, promovendo danos que podem contribuir para o envelhecimento e a
instalacdo de doengas degenerativas, como cancer, aterosclerose, artrite reumatica, entre

outras. A autoxidagdo dos &cidos graxos insaturados, componente da membrana celular, é
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apontada por Ramarathnam et al. (1995) como o processo oxidativo que ocorre mais
freqlientemente no organismo humano.

A adicdo de antioxidantes em alimentos € uma via efetiva na prevencdo do
desenvolvimento de compostos que confere aroma e sabor indesejaveis como resultado da
oxidac&o de lipidios (Namiki, 1990).

A constatacdo de que o0s vegetais possuem substancias biologicamente ativas que
trazem beneficios a saude ou efeitos fisioldgicos desejaveis tem impulsionado estudos sobre a
sua propriedade antioxidante. O efeito antioxidante de vegetais foi, inicialmente, evidenciado
por Chipault et al. (1952) que avaliaram a acdo de 32 espécies medicinais e aromaticas, das
quais o alecrim e a salvia foram consideradas as mais eficazes. Posteriormente, esta acdo foi
constatada na soja e produtos de soja (Pratt e Birac, 1979), na canela (Mancini-Filho et al.,
1998), na maca (Leja et al., 2003), no espinafre e repolho (Ismail et al., 2004), no coentro
(Melo et al., 2005), entre outros.

Os estudos in vitro da atividade antioxidante podem ser realizados através do ensaio
espectrofotométrico de reducdo do radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH:),
frequentemente utilizado para determinar a capacidade de espécies vegetais na captura de
radicais livres. Esse ensaio consiste na habilidade dos antioxidantes para seqiestrar radicais
livres gerados no meio da reagdo (Frankel e Meyer, 2000), onde o antioxidante reage com 0
radical DPPH (radical livre), convertendo-o em sua forma reduzida (1,1-difenil-2-
picrilhidrazina). Nesta reacdo, a solu¢cdo metandlica de DPPH, inicialmente de coloracdo
violeta, torna-se amarelada e o grau deste descoramento indica a habilidade do antioxidante
em seqUestrar o radical livre. A atividade é monitorada espectrofotometricamente de modo a
quantificar o grau de inibicdo da oxidacdo pelo antioxidante a ser testado (Molyneux, 2003;
Abidille et al., 2005).

Na industria alimenticia, a oxidagdo lipidica é inibida por sequestradores de radicais
livres. Os compostos mais utilizados com esta finalidade sdo o butil-hidroxi-anisol (BHA),
butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroxi-quinona (TBHQ) e galato de propila (GP).
Estudos tém demonstrado a possibilidade destes antioxidantes apresentarem alguns efeitos
toxicos. O galato de propila, por exemplo, quando na presenca de peréxido de hidrogénio
reage com ions ferrosos formando espécies reativas de oxigénio, as quais podem,
posteriormente, atacar alvos biologicos (Haslam, 1996; Soares, 2002).

Devido aos possiveis problemas provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos,
as pesquisas tém-se voltado no sentido de encontrar produtos naturais com atividade

antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou fazer associacOes entre eles.
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2.4.1- Compostos fendlicos

Dentre as diversas classes de substincias antioxidantes de ocorréncia natural, os
compostos fendlicos tém recebido muita atencdo nos ultimos anos. A atividade antioxidante
de compostos fendlicos deve-se, principalmente, as suas propriedades redutoras e estrutura
quimica. Estas caracteristicas desempenham papel importante na neutralizacdo ou seqiiestro
de radicais livres e quelacdo de metais de transicéo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como
na propagacao do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes
fenolicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na
estrutura destas substancias (Haslam, 1996; Soares, 2002; Chun et al., 2005).

Os compostos fenolicos, constituintes de um amplo e complexo grupo de
fitoquimicos, sdo produtos secundarios do metabolismo vegetal que apresentam em sua
estrutura um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas, o que possibilita atuarem como
agentes redutores, exercendo protecdo ao organismo contra o estresse oxidativo (Scalbert e
Williamson, 2000). Sdo amplamente distribuidos na natureza e é sugerido que sua atividade

antioxidante ocorre por conjugacao, isolando os grupos hidroxilas (Decker, 1995).

Os compostos fenolicos de plantas estdo agrupados em diversas categorias, como
fendis simples, acidos fenolicos (derivados de acidos benzéico e cindmico), cumarinas,
flavondides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis e ligninas (Naczk, 2004).

Embora as evidéncias sejam claras sobre a acdo in vitro dos fenois e polifendis com
espécies reativas de oxigénio eles podem, em algumas circunstancias, tal como o ascorbato e
0s carotenoides, mostrarem caracteristicas pré-oxidantes (Haslam, 1996; Valko et al., 2004;
El-Agamey et al., 2004; Omoni e Aluko, 2005).

Os flavondides constituem uma das maiores classes de compostos fendlicos. O
esqueleto basico dos flavondides contém 15 carbonos em um arranjo com dois anéis
aromaticos, ligados por uma cadeia de 3 carbonos aberta ou fechada. Esta estrutura é
resultante de duas rotas biossintéticas separadas: a rota do acido chiquimico, através da
fenilalanina e a rota do &cido malbnico. Os flavondides sdo classificados em grupos
diferentes, primeiramente, pelo grau de oxidacdo da cadeia de trés carbonos. Os diferentes
flavondides desempenham fungbes diversas nos vegetais, incluindo pigmentacdo e defesa
(Taiz e Zeiger, 2006).

Os flavonoides atraem a atencdo de pesquisadores por suas potencialidades
medicinais, especialmente aquelas relacionadas a propriedades antioxidantes,

antinflamatorias,  antialergénicas, mutagénicas, carcinogénicas, anticarcinogénicas,
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citotdxicas, antineoplésicas e hipoglicemiantes (Khosa et al., 1983; Hukeri et al., 1988;
Alcaraz e Jiménez, 1988; Stafford, 1990; Pathak e Singla, 1991).

Benavente-Garcia et al. (1997) afirmam que em Citrus a capacidade antioxidante dos
flavondides os possibilita a agir como anticanceres, antivirais, antinflamatérios e exercem
efeitos sobre a fragilidade dos capilares e uma habilidade em inibir a agregacéo de plaquetas
em humanos.

Outras funcgdes tém sido atribuidas para os flavonoides na planta, dentre elas, estéo
suas contribuicbes para as cores de flores e frutos que desempenham importante funcéo
ecoldgica na atracdo de animais para a polinizacdo e dispersdo de sementes. Podem atuar
também como substéancias filtradoras, uma vez que, fendlicos séo acumulados como resultado
de estresse por alta luminosidade e ha, nesse sentido, forte evidéncias que danos ao DNA por
radiacdo ultravioleta (UV) levam a acumulacéo de flavondides e outros fendlicos absorventes
de luz UV, principalmente, em tecidos dérmicos da planta (Dey e Harbone, 1997).

Muitos efeitos antioxidantes promovidos por compostos fendlicos tem sido elucidados
como atividade de &cidos fenolicos derivados do carnosol e flavonoides (Wang et al., 1998).

A degradacdo oxidativa de lipidios é um dos fatores limitantes na vida de prateleira
dos produtos alimenticios. A oxidagdo de lipidios insaturados induz a formagéo de compostos
que sdo inaceitaveis tanto do ponto de vista das caracteristicas organolépticas quanto por
aspectos toxicolégicos. A atividade antioxidante desses compostos sdo resultados de varios
possiveis mecanismos: 1) radical livre- atividade scavenging; 2) transicdo metal- atividade
quelante e/ou oxigénio singleto- atividade quelante (Namiki, 1990; Das e Pereira, 1990;
Schwarz e Ternes, 1992).

2.4.3- Atividade antioxidante de Salvia officinalis L.

O efeito protetor exercido por plantas medicinais, tem sido atribuido a presenca de
compostos antioxidantes, dentre 0s quais se destacam os compostos fendlicos. Salvia
officinalis L. é uma planta medicinal muito popular que hd décadas vem sendo estudada,
devido os seus componentes antioxidantes (Chipault et al., 1952; Cuvelier et al., 1996).

Rosmarinus officinais L. e Salvia officinalis L. possuem “forte” atividade antioxidante
(Madsen et al., 1997; Cuppett e Hall, 1998). Alguns de seus compostos fenolicos tém
demonstrado excelente atividade “limpante” (scavenging) na acdo do oxigénio como radical
superoxido, radical hidroxila e oxigénio singleto (Masaki, et al., 1995) e inibe a peroxidacdo

de lipidios (Hohmann et al., 1999) e, consequentemente, 0s extratos ricos em substancias
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antioxidantes tem sido amplamente utilizados para a estabilizagcdo de lipidios em alimentos
ricos em gorduras (Ternes e Schwarz, 1995).

A atividade antioxidante de compostos fenélicos de Salvia officinalis L. apresentaram
alta eficiéncia antioxidante (Wang et al., 1998). Devido a variabilidade de fatores ambientais
os constituintes fenolicos dos extratos obtidos de diferentes exemplares de salvia
apresentaram grande diferenca na composicdo e, consequentemente, diferencas no poder
oxidativo (Cuvelier et al., 1996; Areias et al., 2000).

Antioxidantes de origem natural tem recebido especial atencéo, principalmente as
espécies Rosmarinus officinalis L. e Salvia officinalis L., que sdo consideradas altamente
eficientes. Muitas das atividades antioxidantes de salvia tem sido atribuida aos compostos:
acido carnésico, carnosol e acido rosmarinico (Cuvelier et al., 1996). Entretanto, os
componentes quimicos desta espécie sdao complexos, varios compostos como os diterpenos,
triterpenos e flavonoides tem sido isolados (Brieskorn e Kapadia, 1979; Karl et al., 1982;
Djarmati et al., 1992; Cuvelier, 1994, 1996; Tada, 1997) e dentre estes componentes que
apresentam contribuigdo significante na atividade antioxidante total apresentada, o0s

compostos fendlicos estdo em destaque.
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2.5- Reguladores Vegetais

2.5.1. Aspectos gerais

Os reguladores vegetais sdo amplamente usados na agricultura devido a influéncia
positiva no aumento e na qualidade das colheitas (Nickell, 1982), sendo amplamente testados
em frutos e vegetais de importancia econdmica (Audus, 1972). Porém, poucos trabalhos tém
sido feitos sob acdo desses reguladores vegetais em plantas medicinais, que também séo de
grande importancia econémica, comparando a producdo com a composicdo do 6leo essencial
(Reinchling et al., 1977; Stahl e Wollensah, 1986; El-Keltawi e Croteau, 1986, 1987).

Os reguladores vegetais podem influenciar a resposta de muitos 6rgdos da planta,
porém essa resposta depende de alguns fatores como: a espécie, parte da planta, estadio de
desenvolvimento, concentracdo, interacdo entre outros reguladores e varios fatores ambientais
estdo ainda envolvidos em processos de crescimento e desenvolvimento de um 6rgdo ou
tecido vegetal (Salisbury e Ross, 1992). A aplicacdo exdgena de reguladores vegetais pode
modificar o comportamento de uma planta, alterando sua produtividade, como 0 seu
metabolismo secundario, aumentando ou diminuindo o teor de O6leo essencial e seus
constituintes (Shukla e Farooqgi, 1990).

As auxinas sdo substancias quimicamente relacionadas com o acido indolil-3- acético
(IAA) gque promovem o crescimento das plantas, principalmente através do alongamento
celular. Os efeitos fisiologicos da auxina dependem de alguns fatores como: estadio de
desenvolvimento do tecido ou Orgdo; concentracdo; tipo, enddgeno ou exogeno e,
principalmente, a interacdo com outros reguladores vegetais (Taiz e Zeiger, 2006). Em plantas
medicinais e aromaticas as auxinas estdo relacionadas com a sintese e composicdo do 6leo
essencial. Em plantas de Mentha piperita tratadas com auxina ha aumento na producdo de
Oleo (Trease e Evans, 1978).

As giberelinas sdo associadas a promogédo do crescimento do caule e a aplicacdo desse
regulador vegetal a planta intacta pode induzir ao aumento significativo na sua altura. A
aplicacdo exdgena de giberelina promove o alongamento dos entrends e associado a esse
efeito, hd também a diminuicdo na espessura do caule e no tamanho da folha, além da
coloracdo verde clara das folhas. Apresentam pouco efeito no crescimento da raiz (Taiz e
Zeiger, 2006).

As citocininas participam na regulacdo de muitos processos fisioldgicos da planta,
incluindo a divisdo celular, a morfogénese da parte aérea e das raizes, a maturagdo dos

cloroplastos, o alongamento celular e a senescéncia (Taiz e Zeiger, 2006).
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As giberelinas e as citocininas sdo reguladores vegetais amplamente empregados para
otimizar o crescimento e o rendimento de metabdlitos secundarios das plantas (Shukla e
Farooqi, 1990), pois estas substancias quando aplicadas exogenamente influenciam varios
aspectos do desenvolvimento e da biossintese de importantes compostos (Wareing e Phillips,
1985).

Muitos estudos foram realizados com o &cido giberélico, pois este favorece o
desenvolvimento em vérias espécies vegetais por promover o alongamento celular. Em
plantas aromaéticas, a aplicacdo de giberelina sintética (GA3) tem resultado em notavel
aumento dos entrenos, no acimulo de material organico, aumento ou diminuicdo no teor de
6leo essencial e alteracfes nos constituintes quimicos do 6leo (Krys’kov e Shkurat, 1961;
Tronchet, 1961; Povh e Ono, 2007).

Atualmente, além do uso dos reguladores vegetais de modo isolados como
substancias ativas para promog¢éo de aumento de producdo, produtos como os bioestimulantes
estdo em destaque. Os reguladores vegetais sdo substancias sintéticas que aplicadas
exogenamente possuem acao similar aos grupos de horménios vegetais conhecidos, enquanto
gue estimulante vegetal ou bioestimulante é a mistura de reguladores vegetais ou de um ou
mais reguladores com outros compostos de natureza bioquimica diferente; esse produto
quimico pode, em funcdo da sua composicdo, concentracdo e proporcdo das substancias,
incrementar o crescimento e desenvolvimento vegetal (Castro e Vieira, 2001). A aplicacdo
agricola de reguladores vegetais e de bioestimulantes vegetais esta se tornando uma prética de
grande destaque, aprimorando de forma significativa a producéo de laranja ‘Péra’ (Castro et
al., 1998), feijéo, milho, arroz e soja (Alleoni et al., 2000; Milléo et al., 2000; Vieira e Castro,
2001; Vieira e Castro, 2004; Braccini et al., 2005) e o nimero de bagas em videira (Tecchio,
2005), sendo os resultados obtidos até o momento com o0 uso dessa técnica bastante
promissores (Vieira e Castro, 2004).

No momento, no mercado sdo encontradas formas prontas de bioestimulantes e, dentre
as opcdes disponiveis, o Stimulate® é um produto que apresenta em sua composi¢do 0,009%
de cinetina (citocinina), 0,005% de &cido giberélico (giberelina) e 0,005% de &cido
indolilbutirico (auxina) e, de acordo com Castro et al. (1998), atua no crescimento e no
desenvolvimento vegetal, estimulando a divisdo celular, a diferenciacdo e o alongamento das
células, com aumento também da absorcao e da utilizacdo dos nutrientes, sendo especialmente
eficiente quando aplicado com fertilizantes foliares. Outro bioestimulante é o Promalin®, que
é a mistura de GA4+7 + N-(fenilmetil) — 1-purina-6-amina, duas giberelinas e uma citocinina,

respectivamente.
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Alguns estudos relacionados com o uso dessas substancias com o teor e composi¢ao
de 6leo essencial em plantas medicinais foram realizados por Povh e Ono (2006) e esses
autores observaram em plantas de Salvia officinalis L. que a aplicacdo de Stimulate® a 2%
promoveu aumento no crescimento e rendimento do 6leo essencial.

No Brasil poucos sdo os estudos sobre o efeito de diferentes reguladores vegetais na
produgdo de biomassa e de metabolitos secundarios em plantas medicinais. Portanto, os
esforcos na busca de substincias ativas que possam aumentar a producdo das plantas
medicinais e aromaticas, visando, principalmente, a producdo de 6leos essenciais sdo de
grande importancia, principalmente, quando se considera a dependéncia da industria
farmacéutica nacional a importacdo de matéria-prima nesta area que chega a 80% (Ming,
1992).

2.5.2- Efeitos Fisiol6gicos em Plantas Aromaticas e Medicinais

As giberelinas tém sido amplamente usadas para aumentar o crescimento e a producao
de partes aéreas da planta (Shurkla e Farrogi, 1990). Muitos foram os autores que estudaram
seus efeitos em plantas medicinais.

Haikal e Badr (1982) relataram em camomila aumento na altura da planta e namero de
ramos principais com a aplicacdo de GAs. El-Shahar et al. (1984), em manjericdo (Ocimum
basilicum L.), observaram aumento da area foliar e do nimero de folhas por planta com a
aplicacdo de 90 mg L™ de GAs. Na concentragdo de 100 mg L™ Sheheed et al. (1990)
estudando a mesma espécie observaram aumento no nimero total de folhas (68,82%), na area
foliar (84,59%), massa de matéria fresca da planta (85,85%) e na matéria seca (82,84%).

Umesha et al. (1991), estudando plantas de Ocimum gratissimum L., verificaram
aumento na altura da planta, comprimento do entrend, area foliar e acumulacdo de massa seca
com a aplicacéo foliar de GA3 nas concentra¢fes de 50, 100 e 150 mg L, aumentando
também a producdo total de 6leo essencial. Os melhores resultados foram observados na
concentragdo de 100 mg L™

Farooqi et al. (1993) analisaram o efeito de GA3 na produtividade de Artemisia pallens
(Wall.) e observaram que nas concentragdes de 100, 150 e 200 mg L™ aumentaram a altura da
planta e 0 nimero de ramos secundarios por planta.

Singh e Misra (2001) relataram que plantas de Mentha spicata tratadas com GA3; na
concentragdo de 1000 mg L™ apresentaram aumento na altura, nimero de folhas,

comprimento de entrends e teor total de clorofila.
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O é&cido giberélico favorece o desenvolvimento de espécies vegetais por promover o
alongamento celular. Em plantas aromaticas, a aplicacdo de giberelina sintética (GA3) tem
resultado em notavel aumento dos entrends de Ocimum basilicum (Tronchet, 1961). Esses
resultados também foram descritos por Povh e Ono (2004) em plantas de Salvia officinalis L.
e aumento na acumulacdo do material orgdnico de Mentha piperita, sendo observado
diminuicdo do contetido de seu éleo essencial (Krys’kov e Shkurat, 1961).

Frequentemente, as giberelinas tém sido usadas para aumentar o crescimento e a
producdo de partes aéreas da planta, visando maior produtividade, porém em estudos com este
regulador vegetal, muitos pesquisadores observaram que em algumas plantas aromaéticas e
medicinais a aplicacdo exdgena de GA3z promoveu alteracdo na quantidade e qualidade do
6leo essencial.

A aplicacdo de GA; em Ocimum gratissimum L. refletiu no incremento da producéo
total de dleo essencial (Umesha et al., 1991), promovendo também, aumento na producéo e
qualidade do dleo essencial em Ocimum sanctum e O. basilicum (Eid e Ahmed, 1976). Misra
(1995) descreveu em plantas de Pogostimon cablin tratadas com GAjz; aumento do
crescimento vegetal e a producdo de 6leo essencial.

As citocininas também podem promover alteragcbes no teor e composicdo do 6leo
essencial em plantas medicinais e aromaticas, por aumento na divisao celular. Assim, Zlatev
et al. (1978) estudaram a influéncia das citocininas em Mentha piperita e verificaram
aumento no rendimento de massa verde. Entretanto, Scravoni et al. (2006) descreveram para
Mentha piperita L. aumento na producdo de massa fresca com a aplicacdo exdgena de
citocinina (BAP a 50 mg L™), no entanto, menor teor de éleo essencial.

A aplicacdo foliar de citocinina promoveu o crescimento de Mentha piperita, M.
spicata e Salvia officinalis observando-se também aumento na producdo de dleo essencial
pela planta (EI-Keltawi e Croteau, 1987). Os autores relatam ainda que, 0 aumento observado
na producdo de dleo essencial pela planta é atribuido, em parte, ao crescimento induzido pela
citocinina.

Sheheed et al. (1990), estudando plantas de Ocimum basilicum L. tratadas com GAgz e
cinetina, observaram notavel aumento no crescimento, sendo os melhores resultados obtidos
na concentracio de 100 mg L™ para GA; e 50 mg L™ para cinetina.

Segundo Youssef e Talaat (1998), em plantas de Lavandula officinalis, a aplicacdo de
cinetina na concentragdo de 20 ou 40 mg L™, aumentou significativamente a altura da planta,
namero de ramificacdes e massa fresca e seca da planta. A composi¢do quimica do 6leo
essencial produzido pela planta também foi influenciada pelo tratamento, diminuindo o teor

de 1,8-cineol e canfora e aumentando o teor de linalool.
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El-Khateeb (1989) observou aumento na altura da planta de Rosmarinus officinalis L.
sob o efeito de GAz nas concentracdes de 50 e 200 mg L™, porém para a producéo de 6leo
essencial 0 aumento foi observado apenas na concentragdo de 50 mg L™.

Mahmoud e Shetty (1996) relataram que a aplicacdo de GA3; em Ocimum basilicum L.
estimulou o crescimento vegetal, como a altura da planta, nimero de folhas e area foliar. E
interessante relatar, que estes autores, utilizando cinetina e uma auxina sintética, o acido
indolil-3-acético (IAA), observaram inibi¢do do crescimento da planta, resultando em
diminuicdo na massa fresca. Descreveram ainda que, em plantas tratadas com GAs; houve
diminuicédo do teor de 6leo essencial em 0,18% comparado com 0,21% do controle, enquanto
gue a auxina e a cinetina promoveram aumento de 0,24 e 0,27%, respectivamente.

Povh e Ono (2006) descreveram aumento no teor de 6leo essencial em plantas de
Salvia officinalis L. quando tratadas com acido giberélico e Stimulate® e o maior aumento

sendo observado em plantas tratadas com GAs;.
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CAPITULO |

DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS DE Salvia officinalis L. TRATADAS COM
REGULADORES VEGETAIS E BIOESTIMULANTES
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DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS DE Salvia officinalis L. TRATADAS COM
REGULADORES VEGETAIS E BIOESTIMULANTES

RESUMO- Este estudo objetivou avaliar o efeito de reguladores vegetais e bioestimulantes
no desenvolvimento de plantas de Salvia officinalis L. O experimento foi instalado em casa de
vegetacdo sendo as plantas tratadas com 0s seguintes tratamentos: 1- controle (agua); 2- IBA
a 100 mg L™ 3- GA; a 70 mg L™; 4-benzilaminopurina (BAP) a 70 mg L™; 5-
GAs+cinetina+IBA — Stimulate® a 1% e 5- GA+7+N-(fenilmetil)-1-purina-6-amino —
Promalin® a 100 mg L. Os tratamentos foram aplicados quatro vezes, sendo a primeira, 25
dias apds a emergéncia (D.A.E.), a segunda, a terceira e a quarta aplicacdo aos 10, 20 e 30
D.A.E., respectivamente. Em cada coleta (sete coletas), determinaram-se: altura da planta
(comprimento da parte aérea), area foliar, massa de matéria seca do caule, das folhas e da
parte aérea da planta. Analisando-se os resultados obtidos foi possivel verificar que plantas
tratadas com IBA e GAjz; promoveram maiores incrementos na produtividade vegetal,

principalmente, na formacdo da parte aérea.

Palavras-chave: &cido giberélico, &cido indolilbutirico, cinetina, Lamiaceae

DEVELOPMENT OF Salvia officinalis L. PLANTS TREATED WITH PLANT
GROWTH REGULATOR AND BIOSTIMULANTS

ABSTRACT- This study aimed at evaluating the effect of plant growth regulators and
biostimulants on Salvia officinalis L. plant development. The experiment was carried out in a
greenhouse and plants were subjected to the following treatments: 1- control (water); 2- IBA
100 mg L™; 3- GA; 70 mg L™; 4-benzylaminopurine (BAP) 70 mg L™; 5- GAs+kinetin+IBA
— Stimulate® 1%; and 6- GA4.7+ N-(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine — Promalin® 100 mg
L. Treatments were sprayed four times: the first, at 25 days after emergence (D.A.E.); the
second, third and fourth, at 10, 20 and 30 D.A.E., respectively. In each harvest (a total of
seven), plant height (shoot length), leaf area, and dry matter mass of stem, leaves and shoot
were assessed. IBA- and GAs-treated plants led to higher plant productivity, mainly regarding

shoot formation.

Key words: gibberelic acid, indolebutyric acid, kinetin, Lamiaceae
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INTRODUCAO

Salvia officinalis L., pertencente a familia Lamiaceae, é uma planta originaria do sul
da Europa, popularmente conhecida como sélvia é utilizada, principalmente, como planta
aromatica e com propriedades medicinais (Martins et al., 1998). Os principais produtores para
esta espécie estdo na regido do Mediterraneo e Estados Unidos; no Brasil foi aclimatada e tem
sido cultivada, principalmente nos estados da regido Sul do Brasil (Serafini e Cassel, 2001).

As plantas medicinais e aromaticas tém grande importancia para a industria
farmacéutica e para a medicina tradicional em varios paises, tornando de grande importancia
o conhecimento da fisiologia dessas plantas nos dias de hoje. Nesse sentido, varios estudos
tém sido concentrados no conhecimento do desenvolvimento e da produtividade de plantas
gue possuam interesses econdmicos tanto por suas propriedades aromaticas como medicinais.

O uso dos reguladores vegetais na agricultura tem mostrado grande potencial no
aumento da produtividade, mas sua utilizacdo ainda nédo é pratica usual em plantas aromaticas
e medicinais (Reinchling et al., 1977; Stahl e Wollensah, 1986; El-Keltawi e Croteau, 1986,
1987). Porém, atualmente, o crescente interesse econémico pelo aumento na demanda por
produtos derivados de plantas aromaticas e medicinais, 0 uso de reguladores vegetais tém
despertado interesse, visando principalmente, a promoc¢édo de aumento no crescimento da parte
aérea, como comprimento do caule, nimero de folhas, area foliar e acimulo de massa seca e
na produtividade, principalmente dos principios ativos, como os 6leos essenciais.

Os reguladores vegetais influenciam a resposta de muitos érgdos da planta, porém
essa resposta depende de alguns fatores como: a espécie, parte da planta, estddio de
desenvolvimento, concentracdo, interacdo entre os outros reguladores e, ainda, varios fatores
ambientais estdo envolvidos em processos de crescimento e desenvolvimento de um 6rgdo ou
tecido vegetal (Salisbury e Ross, 1992). Os reguladores vegetais sdo substancias sintéticas que
aplicadas exogenamente possuem acdo similar aos grupos de horménios vegetais conhecidos
(Castro e Vieira, 2001).

O estimulante vegetal ou bioestimulante € a mistura de reguladores vegetais ou de
um ou mais reguladores com outros compostos de natureza bioquimica diferente (Castro e
Vieira, 2001). Sdo compostos organicos que, em baixas concentra¢@es, inibem, promovem ou
modificam processos morfologicos e fisiol6gicos nas plantas. Esse produto quimico pode, em
funcdo da sua composicdo, concentragdo e propor¢do das substdncias, incrementar o

crescimento e desenvolvimento vegetal, estimulando a divisdo celular, diferenciacdo e o
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alongamento das células, favorecer o equilibrio hormonal da planta, podendo, também,
aumentar a absorcdo e a utilizacdo de agua e dos nutrientes pelas plantas (Vieira e Castro,
2001).

Dentre os horménios vegetais, tradicionalmente, cinco grupos, ou classes, tém
recebido maior atengdo: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e &cido abscisico. Mas,
recentemente outras substancias foram reconhecidas como reguladoras do desenvolvimento
vegetal, tais como brassinosteroides, acido salicilico, jasmonatos, compostos fendlicos e
poliaminas (Davies, 2004).

As auxinas sdo substancias quimicamente relacionadas com o acido indolil-3- acético
(IAA), que promovem o crescimento das plantas, principalmente através do alongamento
celular. Os efeitos fisiolégicos da auxina dependem de alguns fatores como: estadio de
desenvolvimento do tecido ou Orgdo; concentracdo; tipo, enddgeno ou exogeno e,
principalmente, a interacdo com outros reguladores vegetais (Taiz e Zeiger, 2006).

Os estudos com as giberelinas estdo associados a promoc¢éo do crescimento do caule e
a aplicacdo exdgena deste regulador vegetal, via foliar, na planta intacta pode induzir ao
aumento significativo na sua altura, atuando, principalmente, no alongamento celular (Taiz e
Zeiger, 2006). E um regulador vegetal amplamente usado para aumentar o crescimento e a
producdo da parte aérea da planta (Shurkla e Farooqi, 1990).

Estudos em diversas plantas medicinais demonstraram os efeitos do acido giberélico
(GA3) no aumento na altura da planta (Haikal e Badr, 1982; El-Khateeb, 1989; Umesha et al.,
1991; Mahmoud et al., 1996; Singh e Mishra, 2001; Povh e Ono, 2005), area foliar (El-Salhar
et al., 1984; Shedeed et al., 1990; Umesha et al., 1991; Mahmoud et al., 1996; Povh e Ono,
2005), namero de folhas (El-Salhar et al., 1984; Shedeed et al., 1990; Mahmoud et al., 1996;
Singh e Mishra, 2001), massa de matéria fresca da planta (Shedeed et al., 1990), massa de
matéria seca (Shedeed et al., 1990; Umesha et al., 1991; Povh e Ono, 2005) e nimero de
ramos secundarios por planta (Farooqi et al., 1993).

As citocininas participam da regulacdo de muitos processos fisioldgicos da planta,
incluindo a divisdo celular, a morfogénese da parte aérea e das raizes, a maturagdo dos
cloroplastos, o alongamento celular e a senescéncia (Taiz e Zeiger 2006).

Os estudos da aplicagdo agricola de reguladores vegetais e de bioestimulantes vem se
destacando, principalmente de forma significativa na producéo de laranja ‘Péra’ (Castro et al.,
1998), feijdo, milho, arroz e soja (Alleoni et al., 2000; Milléo et al., 2000; Vieira e Castro,
2001; Vieira e Castro, 2004; Avila, 2004; Braccini et al., 2005) e videira (Tecchio, 2005),
sendo os resultados obtidos até o momento com o uso dessa técnica bastante promissores
(Vieira e Castro, 2004).
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Existem no mercado formas prontas de bioestimulantes e, dentre as opgdes
disponiveis, o Stimulate® é um bioestimulante que apresenta em sua composi¢do 0,009% de
cinetina (citocinina), 0,005% de &cido giberélico (giberelina) e 0,005% de é&cido
indolilbutirico (auxina). De acordo com Castro et al. (1998), o Stimulate atua no
desenvolvimento vegetal, estimulando a divisdo celular, a diferenciacdo e o alongamento das
células, com aumento também da absorcdo e da utilizacdo dos nutrientes, sendo especialmente
eficiente quando aplicado com fertilizantes foliares. Outro bioestimulante é o Promalin®, uma
mistura de duas giberelinas (GA4+7) + citocinina (N-fenilmetil-1-purina-6-amina).

Em plantas medicinais e aromaticas o uso de Stimulate® foi realizado em plantas de
Salvia officinalis L. por Povh e Ono (2006), que descrevem aumento no crescimento e
rendimento do 6leo essencial na concentracéo de 2%.

No desenvolvimento de plantas arométicas e medicinais a época de coleta auxilia na
escolha do periodo ideal de maior produtividade, visando além do aumento de biomassa,
incremento no teor e composicdo do 6leo essencial, sendo este a matéria prima de maior
importancia econdémica. Desse modo, os diversos estudos demonstram que a aplicacdo de
reguladores vegetais e bioestimulantes podem promover aumento na produtividade vegetal.
No entanto, o conhecimento do efeito dessas substancias na fisiologia de plantas aromaticas e
medicinais no Brasil se faz necessario. Esses estudos podem corroborar com informacdes
sobre espécies exdticas de importancia econdmica, visando aumento na sua produtividade.

Assim, o presente estudo objetivou avaliar o desenvolvimento de plantas de Salvia

officinalis L. tratadas com reguladores vegetais e bioestimulantes em sete épocas de coleta.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido entre setembro de 2005 e fevereiro de 2006 em casa de
vegetacdo instalada no Departamento de Botanica, do Instituto de Biociéncias, da
Universidade Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, SP. A época da implantacdo deste
experimento coincidiu com temperaturas mais quentes exigidas para esta espécie, de acordo
com Martins et al. (1998).

O solo usado no presente experimento apresentava as seguintes caracteristicas
quimicas: pH CaCl,= 5,61; M.O.= 22,66 g kg*; P= 22,8 mg dm™; H+Al= 34,1, K= 5,12, Ca=
43,56, Mg= 17,65, SB= 66,3, CTC= 100,4 mmole dme V%= 66. A analise quimica do solo
foi determinada pelo Departamento de Recursos Naturais, Setor: Ciéncia do Solo, da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas, UNESP, Botucatu, SP.
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As plantas foram obtidas de sementes ja tratadas com Thiram (dissulfeto tetrametil —
tiuram) e semeadas diretamente em vasos com capacidade de 12 litros, com solo corrigido
(calagem - 9,12 g vaso® de calcareo dolomitico) e adubado com 15,85 g vaso™ de
superfosfato simples; 2,4 g vaso™ de nitrogénio; ndo houve necessidade de adic&o de potassio
e 10% do volume do vaso de matéria organica, esterco curtido. Foi realizada ainda adubacéo
de cobertura com solucédo completa de Hoagland (200 mL vaso™) uma vez por semana, 65
dias apds a emergéncia. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao e irrigadas sempre
gue necessario. A temperatura maxima durante a conducdo do experimento foi de 27°C e a

minima de 16°C.

Foram utilizados seis tratamentos: 1- controle (dgua); 2— acido 4-(3-indolil)butirico
(IBA) a 100 mg L™; 3— 4cido giberélico (GAs3) a 70 mg L™; 4— benzilaminopurina (BAP) a 70
mg L™; 5- 4cido giberélico (GAs) + cinetina (Kt) + &cido indolilbutirico (IBA) — Stimulate® a
1% e 6— GA47 + N-(fenilmetil)-1-purina-6-amino — Promalin® a 100 mg L™.

Para o acido 4-(3-indolil)butirico (IBA) foi utilizado o produto p.a. da Vetec Quimica
Fina Ltda.; o acido giberélico (GA3) utilizado foi na forma do produto comercial Pro-Gibb
contendo 10% de GAs, da Sumitomo do Brasil; a benzilaminopurina (BAP) utilizada foi na
forma do produto p.a. da Sigma; a mistura de GAs + cinetina (Kt) + IBA utilizada foi na
forma do produto comercial Stimulate® contendo 90 mg L™ de cinetina (Kt), 50 mg L™ de
IBA e 50 mg L™ de GA; por litro do produto, fabricado pela Stoller do Brasil S.A. e a mistura
de GA; + GA7 + N-(fenilmetil)-1-purina-6-amina foi utilizada na forma do produto comercial
Promalin® contendo 1,8% de GA4+GA; e 1,8% de N-(fenilmetil)-1-purina-6-amina fabricado
pela Sumitomo do Brasil.

A aplicacdo dos tratamentos foi realizada com pulverizador manual, com pressdo
constante de 40 libras, equipado com lanca contendo um bico leque tipo 110°02, que
proporcionou volume de 310 mL de calda por m? Na solucdo contendo os reguladores
vegetais foi adicionado espalhante adesivo ndo iénico alquil-fenol-poliglicoléter, ou seja, o
produto comercial Extravon na dose de 0,5 mL L™ de solugéo, fabricado pela Ciba-Geigy
Quimica S/A.

Foram realizadas quatro aplicacfes, sendo a primeira, 25 dias apds a emergéncia
(D.A.E.) e asegunda, a terceira e a quarta aplicacdo aos 10, 20 e 30 D.A.E., respectivamente.

As caracteristicas medidas nas sete coletas avaliadas foram: altura da planta
(comprimento da parte aérea) em cm, definida como a distancia do colo até o ponto mais alto
da planta; 4rea foliar total das laminas, em cm? com a utilizacéo de integrador de &rea foliar

Area Meter, modelo LI1-3100 da Li-Cor; massa seca do caule e folhas + peciolos, em gramas,
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que foram secas em estufa com circulagdo forgada de ar a 70°C durante 72 horas, até massa

constante.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 6 x 7 (seis tratamentos e sete épocas de coleta) com trés repeti¢fes e 0s resultados
submetidos a anélise de variancia (teste F) e na presenga de interagdo entre os fatores,
procedeu-se os desdobramentos necessarios. As médias dos tratamentos com as diferentes
substancias dentro de cada época de coleta foram comparadas pelo teste Scott-Knott (1974),
ao nivel de 1% de probabilidade e para avaliar o efeito das épocas de coleta para cada
substancia utilizou-se analise de regressdo polinomial. Para a analise estatistica foi utilizado o
pacote computacional SISVAR (Ferreira, 1999). Na escolha do melhor modelo de regressao
foram adotados 0s seguintes critérios: regressdo significativa, desvios da regressdo néo-

significativa, coeficiente de determinacéo e andlise de residuos.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Altura da planta (comprimento da parte aérea)

Nas coletas realizadas dos 40 aos 124 D.A.E. o0 GA3 promoveu aumento significativo
no crescimento do caule, em comparagdo aos demais tratamentos (Tabela 1). O
bioestimulante Promalin® promoveu o segundo maior aumento na altura da planta em todas
as épocas de coleta, porém aos 54 D.A.E. este ndo diferiu significamente do tratamento com
IBA.

Os demais tratamentos promoveram aumento significativo da altura em planta de
sélvia, em relacdo a testemunha. O BAP promoveu efeito de aumento na altura até aos 68
D.A.E, ap0s este periodo o0 mesmo ndo diferiu do controle.

A aplicacéo exogena de GA; a planta intacta pode induzir ao aumento na sua altura
devido ao seu efeito sobre o alongamento dos entrends (Taiz e Zeiger, 2006).

Estes resultados também foram encontrados por Farooqi et al. (1993) que analisaram o
efeito de alguns reguladores vegetais na produtividade e conteddo de dleo essencial de
Artemisia pallens (Wall.) e observaram aumento na altura da planta e no nimero de ramos
secundarios por planta com a aplicagéo de GAs.

Estudando plantas de Ocimum gratissimum L., Umesha et al. (1991) verificaram
aumento na altura da planta e comprimento do entrené com a aplicacdo foliar de GA3z nas
concentragbes de 50, 100 e 150 mg L™, sendo os melhores resultados observados na
concentracdo de 100 mg L™. Singh e Misra (2001) relatam que plantas de Mentha spicata

tratadas com GA3 também apresentaram aumento na altura. Povh e Ono (2005) descrevem
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para Salvia officinalis L. aumento no comprimento do caule com a aplicagio de 100 mg L™ de
GA:.

Geralmente, 0 GA; causa efeitos estimulantes no crescimento em altura da planta e
este resultado é causado pelo alongamento celular e ndo pelo aumento na divisdo celular
(Stowe e Yamaki, 1959). Os resultados do presente estudo e os citados pelos autores acima,
demonstram que plantas de Salvia officinalis L., com relacdo ao comprimento da parte aérea
responderam positivamente ao efeito dos reguladores vegetais e bioestimulantes,
principalmente, ao tratamento com GAs.

Com relagdo ao efeito da época de coleta dentro de cada tratamento, a Figura 1 revela
que todos os tratamentos apresentaram crescimento linear. De maneira geral, a altura da
planta de S. officinalis, durante o periodo estudado apresentou tendéncia de aumento em
plantas tratadas com GA; e lento crescimento nas plantas controle.

Os resultados apresentados nesta caracteristica avaliada indicam que GAs, seguido do
Promalin®, produto este constituido da mistura de duas giberelinas (GA; ¢ GA;) e uma
citocinina, foram os tratamentos que aceleraram o crescimento em altura da planta,
principalmente, aos 124 D.A.E. O efeito positivo do Promalin® no crescimento das plantas de

S. officinalis, provavelmente, se deva as giberelinas da sua composicao.
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Tabela 1. Altura (cm) de plantas de Salvia officinalis L., submetidas aos tratamentos com

reguladores vegetais e bioestimulantes nas sete épocas de coleta.

D.A.E.
Tratamentos®

40 54 68 82 96 110 124
Controle 17,50 D 23,25D 24,58 D 25,67 D 26,50 D 27,67 D 28,83 C
IBA 23,50 C 27,75B 28,08 C 28,17 C 29,50 C 30,33 C 30,50 C
GA; 34,28 A 35,17 A 40,25 A 44,33 A 4533 A 50,83 A 65,33 A
BAP 21,63C 25,58 C 26,58 C 26,83 D 27,17 D 28,00 D 29,83 C
Stimulate® 20,75C 22,25 D 27,67 C 28,50 C 29,33 C 30,17 C 30,67 C
Promalin® 25,67 B 27,75 B 33,17B 33,67 B 34,67 B 36,67 B 39,17 B

Média 23,89 26,96 30,06 31,20 32,08 33,95 37,39

C.V. (%) 3,86

IMédias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott ao nivel
de 1% de probabilidade

70,00 +

60,00

50,00 +

40,00

30,00

Altura da planta (cm)

20,00

10,00

0,00 + : : : : : :
40 54 68 82 96 110 124
Dias ap6s emergéncia (D.A.E.)

¢ Controle mIBA  GA3 < BAP X Stimulate® @ Promalin®

Tratamentos Modelo ajustado’ R?

Controle ¥ = 15,496 + 0,114X 0,85
IBA Y = 22,492 + 0,070X 0,80
GA; Y =17,973 +0,331X 0,88
BAP ¥ =20,240 + 0,077X 0,84
Stimulate® Y =17,164 +0,121X 0,86
Promalin® Y = 20,448 + 0,153X 0,94

P < 0,001: para todos os modelos ajustados
! Y= a+b1X+b2X2+b3X3

Figura 1. Altura (cm) de plantas de Salvia officinalis L., submetidas aos tratamentos com
reguladores vegetais: IBA, GAz; e BAP e bioestimulantes: Stimulate® e Promalin®,

em funcdo das sete coletas, realizadas a intervalos de 14 dias.
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Area foliar

De maneira geral, a &rea foliar apresentou, em todos os tratamentos, crescimento
linear, em funcdo da época de coleta (Figura 2).

Pela Tabela 2 observa-se que aos 40 D.A.E. os tratamentos com Promalin®,
Stimulate®, GA;3 e IBA apresentaram a maior area foliar, comparado as plantas tratadas com
BAP e controle. Todos os tratamentos, exceto com GAs, apresentaram maior &rea foliar aos
110 D.A.E. O tratamento com GA; apresentou pouca influéncia na area foliar, ou seja, nao
promove a expansdo das células foliares.

A maior expansdo da area foliar ocorrida em plantas tratadas com IBA pode ser
atribuida ao efeito das auxinas no alongamento e diviséo celular (Taiz e Zeiger, 2006). Povh e
Ono (2005) também observaram que o IBA exerceu a maior influéncia na expanséo foliar.

Contrariando os resultados obtidos neste trabalho, Shedeed et al. (1990) observaram
aumento na area foliar (84,59%) em plantas de Ocimum gratissimum L. tratadas com GA; a
100 mg L™ Também Umesha et al. (1991), estudando plantas de O. gratissimum L.,
verificaram aumento da area foliar com a aplicacdo foliar de GA3 nas concentracfes de 50,
100 e 150 mg L™,

Em alfafa (Medicago sativa L.) os autores Tomkins e Hall (1991) relataram que a
benzilaminopurina (BAP) promoveu aumento na area foliar e producéo total de massa seca.
Povh e Ono (2005) estudando plantas de S. officinalis também verificaram aumento na area
foliar com a aplicacdo de BAP a 100 mg L™

De acordo com os trabalhos apresentados na literatura, GAz e BAP exercem forte
influéncia no aumento da area foliar, porém, no presente trabalho estes reguladores vegetais
promoveram pouca alteragdo na area foliar, podendo este resultado estar relacionado com a
concentracdo, que foram utilizados a 70 mg L™, concentracdo menor que a utilizada por Povh
e Ono (2005) para esta mesma espécie.

Todos os tratamentos apresentaram crescimento linear como revela a Figura 2, e 0s
tratamentos que apresentaram os maiores valores para area foliar ao longo do ciclo de
desenvolvimento, até aos 124 D.A.E. foram o IBA, seguido do bioestimulante Stimulate®,

produto este que apresenta na sua composicao 0,005% de IBA.
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Tabela 2. Area foliar média (dm?) de plantas de Salvia officinalis L., submetidas aos

tratamentos com reguladores vegetais e bioestimulantes nas sete épocas de

coleta.
D.A.E.
Tratamentos!
40 54 68 82 96 110 124
Controle 157,48B 261,80C 373,89 A 427,74C 604,25D 724,90 C 879,57 C
IBA 23353 A 383,13A 430,42A 670,02A 81857A 916,82 A 1067,35 A
GA; 24728 A 338,89B 357,15A 52323B 652,87 C 725,13C 877,95 C
BAP 181,45B 319,98B 382,42A 446,65C 703,13B 783,62 B 921,48 C

Stimulate® 24811 A 27847C 40543 A 46570C 707,68 B 925,02 A 988,43 B
Promalin® 26398 A 261,75C 37861 A 406,70C 57747D 787,65B 848,95 C
Média 221,97 307,34 387,99 490,01 672,83 810,52 930,62

C.V. (%) 5,65
IMédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott ao nivel
de 1% de probabilidade

1200,00

1000,00 -

800,00 +

600,00

Area foliar (cm 2

400,00 -

200,00

0,00 - T T T T T |
40 54 68 82 96 110 124

Dias ap6s emergéncia (D.A.E.)

¢ Controle mIBA  GA3 < BAP X Stimulate® @ Promalin®

Tratamentos Modelo ajustado’ R’

Controle Y =-205,135 + 8,477X 0,99
IBA Y =-182,064 + 10,094X 0,98
GA; Y =-87,438 + 7,551X 0,98
BAP Y =-191,361 + 8,847X 0,97
Stimulate® Y =-224,186 + 9,735X 0,95
Promalin® Y =-125,124 + 7,667X 0,93

P < 0,001: para todos 0s modelos ajustados
1Y = athyx+hxP+byx®

Figura 2. Area foliar (dm?) de plantas de Salvia officinalis L. submetidas aos tratamentos
com reguladores vegetais: IBA, GA; e BAP e bioestimulantes: Stimulate® e

Promalin®, em funcdo de sete coletas, realizadas a intervalos de 14 dias.
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Massa seca de folha

De maneira geral, os resultados demonstram que 0s maiores incrementos de massa
seca de folhas ocorreu aos 124 D.A.E. em plantas tratadas com IBA, seguidas de Stimulate®
(Tabela 3). Todos os tratamentos apresentaram crescimento linear, ou seja, apresentaram
aumento continuo de massa seca de folhas do inicio até a Ultima avaliacao (Figura 3).

Aos 124 D.A.E. pode-se observar que os resultados encontrados para massa seca de
folhas, assemelham-se aos da area foliar, revelando que o IBA é o regulador vegetal com
maior efeito na promocdo de aumento na area foliar e na massa seca de folhas e o
bioestimulante Stimulate® promoveu o segundo maior aumento também na éarea foliar como
na massa seca de folhas.

Essa maior massa seca de folhas promovida pelo IBA e Stimulate® esté relacionada
com a influéncia destes na expansdo foliar, quen resultou na maior &rea foliar nesses
tratamentos. O Stimulate® é um bioestimulante constituido pela mistura de trés reguladores
vegetais: auxina (IBA), acido giberélico (GAs) e citocinina (cinetina), sugerindo que o IBA da
sua composi¢do foi o responsavel pela expansao foliar.

No presente trabalho, o IBA promoveu maior acimulo de matéria seca de folhas, no
entanto, é conhecida na literatura que tanto o GAs, quanto o BAP (citocinina), também podem
promover aumento no crescimento e na massa seca de folhas. Assim, a interagéo entre o IBA,
GA; e cinetina também justifica 0 aumento da massa seca de folhas encontrada neste trabalho,
com esse bioestimulante.

Os resultados encontrados na literatura relatam divergéncias em relagdo a influéncia
do GA3 na massa seca de folhas, assim como ocorre na area foliar. No presente trabalho pode-
se observar que GA3; promoveu aumento significativo dos 82 aos 110 D.A.E., porém néo foi
o tratamento mais efetivo no acumulo de massa seca de folhas. Dahab et al. (1987)
verificaram em plantas de Chrysanthemum frutescens tratadas com GA3; aumento nas massas
de matéria fresca e seca das folhas. Em plantas de Ruta graveolens L. 0 GAz aumentou o
nimero de folhas e a massa da matéria seca de folhas (El-Khateeb et al., 1991). No entanto,
Eid e Ahmed (1976) observaram em plantas de Ocimum basilicum L (manjericdo) tratadas
com GA; nas concentracGes de 50, 100 e 200 mg Lt diminuicdo na massa seca de folhas em

todas as concentragdes.
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Tabela 3. Massa seca média de folhas (g) de plantas de Salvia officinalis L., submetidas aos

tratamentos com reguladores vegetais e bioestimulantes nas sete épocas de coleta.

D.A.E.
Tratamentos!
40 54 68 82 96 110 124
Controle 091A  216B 301B 370D 529D  690C 924C
IBA 1,11 A 3,39 A 472 A 6,31 A 7,76 B 9,02 A 11,98 A
GA; 1,37 A 2,46 B 3,30B 504 B 599C 7,44 B 9,65C
BAP 1,03 A 2,74B 3,23B 427C 7,65B 8,76 A 9,71C
Stimulate® 1,06 A 241B 3,25B 474 B 8,62 A 9,34 A 10,58 B
Promalin® 1,45 A 2,12B 3,37B 440 C 6,27 C 8,00B 9,27C
Média 1,16 2,55 3,48 4,74 6,93 8,24 10,07
C.V. (%) 5,50

IMédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott ao nivel
de 1% de probabilidade

14,00 4
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40 54 68 82 96 110 124

Dias ap6s emergéncia (D.A.E.)

¢ Controle mIBA  GA3 < BAP x Stimulate® @ Promalin®

Tratamentos Modelo ajustado’ R’

Controle Y =-3,226 + 0,094X 0,96
IBA Y =-3,478 + 0,120X 0,99
GA; Y =-2,804 + 0,096X 0,98
BAP Y =-3,546 + 0,108X 0,96
Stimulate® Y =-4,280 + 0,122X 0,96
Promalin® ¥ =-2,992 + 0,097X 0,98

P < 0,001: para todos 0s modelos ajustados
1Y = atbyx+byx?+byx®

Figura 3. Massa seca das folhas (g) de plantas de Salvia officinalis L., submetidas aos
tratamentos com reguladores vegetais: IBA, GA; e BAP e bioestimulantes:

Stimulate® e Promalin®, em funcéo das sete coletas, realizadas a intervalos de 14
dias.



38
Massa seca de caule

Com relacdo a massa seca de caule, plantas tratadas com GAjz apresentaram maior
acimulo de matéria seca no caule em comparacdo com o0s demais tratamentos (Tabela e
Figura 4). Todos os tratamentos tiveram crescimento linear, ou seja, apresentaram
crescimento continuo durante todo o ciclo de desenvolvimento estudado (Figura 4).

O aumento promovido pelo GAz no acimulo de massa seca de caule esta relacionado
com o efeito deste regulador vegetal sobre o seu crescimento, devido ao seu efeito no
alongamento dos entrends (Taiz e Zeiger, 2006).

Estudando plantas de Ocimum gratissimum L. Umesha et al. (1991) verificaram
aumento na altura da planta, comprimento do entrend, area foliar e acumulacdo de massa seca
com a aplicacdo foliar de GAsz nas concentragfes de 50, 100 e 150 mg L™, aumentando
também a producdo total de 6leo essencial.

Os autores Singh e Misra (2001) também observaram aumento da massa seca de caule
em plantas de Mentha spicata tratadas com GAs; a 1000 mg L™ Povh e Ono (2005)
observaram para Salvia officinalis, que GA; a 100 mg L™ promoveu aumento significativo no

comprimento da parte aérea e acimulo de massa seca de caule.

Massa seca da parte aérea

Os resultados mostram que o tratamento com GAj3 apresentou maior rendimento de
massa seca da parte aérea em relacdo aos demais tratamentos, em todas as épocas de avalia¢do
(Tabela 5). Este resultado provavelmente, tenha acontecido devido ao maior crescimento do
caule e acimulo de massa seca de caule observado. A produgdo de massa seca da parte aérea
em plantas medicinais € muito importante por estar relacionada com a produgdo de dleo
essencial, ou seja, quanto maior a produtividade de massa seca da parte aérea, maior sera a
producéo de 6leo (Czepak, 1998).

O tratamento com IBA e Stimulate® também promoveu maior acimulo de massa seca
da parte aérea na maioria das avaliagdes realizadas e este resultado deve estar relacionado
com a maior expansao foliar promovida por estes tratamentos e maior acumulo de massa seca
de folhas.

Todos os tratamentos apresentaram crescimento linear, com maior acimulo de massa seca da
parte aérea aos 124 D.A.E. (Figura 5), mostrando que este periodo para plantas tratadas com
GA; a coleta da parte aérea para a extracdo de Oleos essenciais poderia ser realizada sem

prejuizo na produgao.
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Tabela 4. Massa seca média de caule (g) de plantas de Salvia officinalis L., submetidas aos

tratamentos com reguladores vegetais e bioestimulantes nas sete épocas de coleta.

D.A.E.
Tratamentos!

40 54 68 82 96 110 124
Controle 0,19 A 0,74 B 1,56 B 1,79B 1,96 C 2,14D 3,04D
IBA 0,40 A 1,29B 1,82B 2,23B 2,76 B 3,22C 3,64D
GA; 0,86 A 2,08 A 3,21 A 4,17 A 6,80 A 8,97 A 10,67 A
BAP 0,24 A 0,94B 1,96 B 2,10B 2,65B 3,17C 3,48 D
Stimulate® 0,31 A 0,75B 156 B 1,74B 2,856B 3,69C 399C
Promalin® 0,51 A 1,21B 1,81B 1,92B 3,18B 4,28 B 461B

Média 0,42 1,17 1,99 2,66 3,70 4,58 6,07

C.V. (%) 12,56

IMédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott ao nivel
de 1% de probabilidade

12,00 -

10,00 -

6,00 4

Massa seca do caule (g)

Dias ap6s emergéncia (D.A.E.)

¢ Controle m IBA  GA3 “BAP x Stimulate® @ Promalin®

Tratamentos Modelo ajustado’ R’

Controle Y=-0,829 + 0,030X 0,94
IBA Y =-0,838 + 0,037X 0,99
GA; ¥ =-1,434 + 1,671X 0,98
BAP Y =-1,028 + 0,038X 0,97
Stimulate® Y =-1,681 + 0,046X 0,98
Promalin® Y =-1,636 + 0,051X 0,97

P < 0,001: para todos 0s modelos ajustados
t Y= a+b1X+b2X2+b3X3

Figura 4. Massa seca do caule (g) de plantas de Salvia officinalis L. submetidas aos
tratamentos com reguladores vegetais: IBA, GA; e BAP e bioestimulantes:
Stimulate® e Promalin®, em funcéo de sete coletas, realizadas a intervalos de 14

dias.
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Tabela 5. Massa seca média da parte aérea (g) de plantas de Salvia officinalis L., submetidas

aos tratamentos com reguladores vegetais e bioestimulantes nas sete épocas de

coleta.
D.A.E.
Tratamentos!
40 54 68 82 96 110 124

Controle 1,10 B 2,90B 458 B 549D 725 E 9,04 D 12,29 E
IBA 152B 4,69 A 6,55 A 8,54 B 10,53 C 12,25 C 15,62 B
GA; 2,24 A 454 A 6,51 A 9,21 A 12,79 A 16,41 A 20,33 A
BAP 1,28 B 3,68 B 520B 6,38 C 10,30 C 11,94 C 13,19D
Stimulate® 1,37 B 3,17B 481 B 6,49 C 11,47 B 13,04 B 14,57 C
Promalin® 197 A 3,33B 518B 6,33C 9,45D 12,29 C 13,89 D

Meédia 1,58 3,72 5,47 7,41 10,63 12,83 16,15

C.V. (%) 5,88

IMédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott ao nivel
de 1% de probabilidade

25,00 1

20,00 -

i
v
Q
o

Massa seca da parte aérea (g)
5
°
o

o
[=}
=}

0,00 + T T T T T "
40 54 68 82 96 110 124

Dias ap6s emergéncia (D.A.E.)

¢ Controle mIBA  GA3 < BAP X Stimulate® @ Promalin®

Tratamentos Modelo ajustado’ R?

Controle Y =-4,059 + 0,124X 0,98
IBA Y =-4,316 + 0,157X 0,99
GA; Y =-1,748 + 3,009X 0,98
BAP Y =-4,573 + 0,146X 0,98
Stimulate® Y =-5,957 + 0,168X 0,97
Promalin® Y =-4,627 + 0,148X 0,98

P < 0,001: para todos 0s modelos ajustados
! Y= a+b1X+b2X2+b3X3

Figura 5. Massa seca da parte aérea (g) de plantas de Salvia officinalis L., submetidas aos
tratamentos com reguladores vegetais: IBA, GA; e BAP e bioestimulantes:
Stimulate® e Promalin®, em fungéo de sete coletas, realizadas a intervalos de 14

dias.
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CONCLUSOES

O desenvolvimento de plantas de Salvia officinalis L. tratadas com reguladores
vegetais e bioestimulantes, avaliado através de medidas biométricas como: a altura da planta,
area foliar e producdo de massa seca de caule, folha e parte aérea, indicaram que plantas
tratadas com IBA e GA3; promoveram maiores incrementos na produtividade vegetal,

principalmente, na formacao da parte aérea.
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CAPITULO II

REGULADORES E BIOESTIMULANTES VEGETAIS NO TEOR E COMPOSICAO
DE OLEO ESSENCIAL EM PLANTAS DE

Salvia officinalis L.
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REGULADORES E BIOESTIMULANTES VEGETAIS NO TEOR E COMPOSICAO
DE OLEO ESSENCIAL EM PLANTAS DE Salvia officinalis L.

RESUMO - O presente estudo objetivou avaliar o rendimento e a composicdo do Gleo
essencial em plantas de Salvia officinalis L. com a aplicagdo de reguladores e bioestimulantes
vegetais em duas épocas de coleta. O experimento foi conduzido em casa de vegetagéo, sendo
as plantas tratadas com os seguintes tratamentos: 1— controle (4gua); 2— IBA a 100 mg L™;3 —
GA; a 70 mg L™ 4- benzilaminopurina (BAP) a 70 mg L™ 5- GAgs+cinetina+IBA -
Stimulate® a 1% e 6— GA4.7+N-(fenilmetil)-1-purina-6-amina - Promalin® a 100 mg L™.
Foram realizadas quatro aplicacfes, sendo a primeira 25 dias apds a emergéncia (D.A.E.), a
segunda, a terceira e a quarta aplicagdes foram realizadas aos 10, 20 e 30 D.AE,
respectivamente. A producdo de massa seca da parte aérea e rendimento do dleo essencial foi
avaliada aos 90 e 120 D.A.E. Os resultados revelaram que o IBA foi 0 tratamento mais
efetivo no aumento da producdo de 6leo essencial, porém GAs, BAP e 0 bioestimulante
Stimulate® também influenciaram positivamente no acimulo de 6leo essencial; o maior
rendimento de 6leo essencial foi obtido aos 120 D.A.E. Os reguladores e bioestimulantes
vegetais, assim como a época de coleta, ndo alteraram os componentes quimicos do 6leo

essencial.
Palavras-chave: Lamiaceae, acido giberélico, auxina, canfora, tujona

PLANT GROWTH REGULATORS AND BIOSTIMULANTS ON THE ESSENTIAL
OIL CONTENT AND COMPOSITION IN Salvia officinalis L. PLANTS

ABSTRACT - This study aimed at evaluating essential oil yield and composition in Salvia
officinalis L. plants under application of plant growth regulators and biostimulants at two
harvesting times. The experiment was carried out in a greenhouse and plants were subjected
to the following treatments: 1 control (water); 2— IBA 100 mg L™; 3- GA; 70 mg L™; 4-
benzylaminopurine (BAP) 70 mg L*; 5- GAs+kinetin+IBA - Stimulate® 1%; and 6-
GA4:7+N-(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine - Promalin® 100 mg L™. Treatments were
sprayed four times: the first, at 25 days after emergence (D.A.E.); the second, third and
fourth, at 10, 20 and 30 D.A.E., respectively. Shoot dry matter and essential oil yield were
assessed at 90 and 120 D.A.E. IBA was the most effective treatment in increasing essential oil
yield; however, GAs, BAP and the biostimulant Stimulate® also positively influenced the

essential oil accumulation. The highest essential oil yield was obtained at 120 D.A.E. Plant
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growth regulators, biostimulants and harvesting time did not alter the chemical components of

the essential oil.

Key words: Lamiaceae, gibberrelic acid, auxin, camphora, thujona

INTRODUCAO

As plantas medicinais e arométicas tém uma grande importancia para a indistria
farmacéutica e para a medicina tradicional em varios paises. Salvia officinalis L. € uma planta
medicinal muito popular que ha décadas vem sendo estudada, devido aos seus componentes
antioxidantes presentes nas folhas (Chipault et al., 1956; Farag et al., 1989; Lamaison et al.,
1990; Schwarz e Ternes, 1992; Cuvelur et al., 1994; Hohmann et al., 1999; Baricevic e
Bartol, 2000). E amplamente usada na medicina para tratamentos de varios grupos de doencas
e muitas pessoas usam na preparacdo de alimentos (Chipault et al., 1952; Cuvelier et al.,
1996). Dentre suas propriedades terapéuticas, destacam-se: a emenagoga, diaforética,
germicida, antinflamatdria, antioxidante e adstringente (Evans, 1991; Hertwig, 1991; Costa,
1994).

Dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estimam que, aproximadamente,
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam as plantas medicinais para
atendimento primario da saude, especialmente a medicina tradicional, da qual a maior parte
envolve 0 uso de extratos vegetais ou seus principios ativos (Farnsworth et al., 1991).

Atualmente, na agricultura tem-se incluido além das plantas convencionais, as plantas
cujos metabdlitos secundarios sdo valorizados por suas caracteristicas aromaticas ou
terapéuticas, ou matéria-prima natural para perfumarias e inddstria quimica. A agroindistria
tem investido em pesquisas de éleos essenciais em plantas para aumentar a qualidade do 6leo
(Sangwan et al., 2001).

O valor comercial das plantas medicinais e arométicas tem refletido, qualitativa e
quantitativamente, na producdo de seu 6leo. Pesquisas realizadas com algumas espécies
cultivadas no Brasil demonstraram que o rendimento e a qualidade dos o6leos obtidos
equivalem e, em alguns casos, superam o padrdo mundial. A regido do Mediterrdneo e
Estados Unidos s&o os principais produtores de Salvia officinalis L.; no Brasil foi aclimatada
e tem sido cultivada, principalmente na regido Sul (Serafini e Cassel, 2001).

Salvia officinalis L. contém d&leo essencial constituido, principalmente de
monoterpenos e sesquiterpenos, sendo estes sintetizados nas células dos tricomas glandulares

e armazenados no interior de uma capsula situada no apice do tricoma glandular; é obtido das
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folhas e das unidades florais e, tradicionalmente extraido por arraste de vapor com rendimento
variando de 0,5 a 1,1% (Duke, 2002). O 6leo essencial de S. officinalis ja foi caracterizado em
varios estudos e verificado pouca variacdo dos componentes majoritarios: tujona e canfora e
estes compostos constituintes do 6leo essencial sdo biologicamente ativos e possuem acdo
toxica e farmacoldgica (Duke, 2002).

Atualmente, existe crescente preocupacdo com relacdo a producdo de especies com
propriedades aromaticas e medicinais, pois além da producdo quantitativa de biomassa, €é
importante a obtencdo de 6éleo com riqueza de principios ativos nele contido. Por isso,
diferentes aspectos de cultivo devem ser levados em consideracdo para que se possam
produzir plantas com quantidades satisfatorias de Oleo essencial, mas com as qualidades
necessarias. Além disso, o conhecimento da composi¢do quimica de 6leos essenciais tem sido
utilizado em estudos de taxonomia e filogenia, uma vez que, a variagdo na composic¢do do
Oleo é extremamente dependente das caracteristicas genéticas de cada espécie somadas as
caracteristicas ambientais (Gottlieb e Salatino, 1987; Martins, 1996).

Os reguladores vegetais sdo amplamente usados na agricultura devido a influéncia
positiva no aumento e na qualidade das colheitas (Nickell, 1982), sendo amplamente testados
em frutos e vegetais de importancia econémica (Audus, 1972); embora o uso dos reguladores
vegetais na agricultura tenha mostrado grande potencial no aumento da produtividade, sua
utilizacdo ainda ndo é préatica usual em plantas aromaticas e medicinais (Reinchling et al.,
1977; El-Keltawi e Croteau, 1986, 1987; Stahl e Wollensah, 1986).

Os reguladores vegetais podem influenciar nas respostas de muitos érgdos da planta,
porém essa resposta depende de alguns fatores como: a espécie, parte da planta, estadio de
desenvolvimento, concentracdo, interacdo entre outros reguladores e véarios fatores ambientais
estdo ainda envolvidos em processos de desenvolvimento de um 6rgdo ou tecido vegetal
(Salisbury e Ross, 1992). A aplicacdo exdgena de reguladores vegetais pode modificar o
comportamento de uma planta, alterando sua produtividade, como o seu metabolismo
secundario, aumentando ou diminuindo o teor de 6leo essencial e seus constituintes (Shukla e
Farooqi, 1990).

No Brasil sdo poucos os estudos sobre o efeito de diferentes reguladores vegetais, na
produgdo de biomassa e de metabdlitos secundarios em plantas medicinais. Portanto, o0s
esforcos na busca de substancias ativas que possam aumentar a producdo das plantas
medicinais e aromaticas visando a producdo de 6leos essenciais sdo de grande importancia,
principalmente, quando se considera a dependéncia da industria farmacéutica nacional a

importacdo de matéria-prima nesta area que chega a 80% (Ming, 1992).
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Além do uso dos reguladores vegetais de modo isolados como substancias ativas
para a promocdo do desenvolvimento vegetal, produtos como os bioestimulantes estdo em
destaque. Bioestimulante é a mistura de reguladores vegetais ou de um ou mais reguladores
com outros compostos de natureza bioquimica diferente; esse produto quimico pode, em
funcdo da sua composicdo, concentracdo e proporcdo das substancias, promover o
crescimento e desenvolvimento vegetal (Castro e Vieira, 2001).

A aplicacdo agricola de reguladores e bioestimulantes vegetais estd se tornando
pratica de grande destaque, aprimorando de forma significativa a producdo de laranja ‘Péra’
(Castro et al., 1998), feijdo, milho, arroz e soja (Alleoni et al., 2000; Milléo et al., 2000;
Vieira e Castro, 2001; Vieira e Castro, 2004; Braccini et al., 2005) e o nimero de bagas em
videira (Tecchio, 2005), sendo os resultados obtidos até 0 momento com o uso dessa técnica,
bastante promissora (Vieira e Castro, 2004).

Atualmente, no mercado sdo encontradas formas prontas de bioestimulantes e, dentre
as opc¢oes disponiveis, o Stimulate® é um bioestimulante que apresenta em sua composi¢ao
0,009% de cinetina (citocinina), 0,005% de acido giberélico (giberelina) e 0,005% de &cido
indolilbutirico (auxina) e, de acordo com Castro et al. (1998), atua no crescimento e no
desenvolvimento vegetal, estimulando a divisdo celular, a diferenciacdo e o alongamento das
células, com aumento também da absorc¢do e utilizacdo dos nutrientes, sendo especialmente
eficiente quando aplicado com fertilizantes foliares. Outro bioestimulante é o Promalin® que
é uma mistura de GA4+7 + N-(fenilmetil)-1-purina-6-amina, mistura de duas giberelinas e uma
citocinina, respectivamente.

Desse modo, os diversos estudos demonstram que a aplicagdo de reguladores vegetais
pode promover alteragfes no acumulo e composicao quimica do 6leo essencial, no entanto, o
conhecimento do efeito dessas substancias na fisiologia do desenvolvimento de varias
espécies aromaticas e medicinais nativas ou cultivadas no Brasil se faz necessario, podendo
corroborar, principalmente com a aclimatacdo de espécies exoticas.

Assim, o presente estudo objetivou avaliar a aplicagdo de reguladores e
bioestimulantes vegetais sobre o rendimento e a composi¢do do 6leo essencial em plantas de

Salvia officinalis L., em duas épocas de coleta.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido entre setembro de 2005 e fevereiro de 2006 em casa de

vegetacdo do Departamento de Boténica, Instituto de Biociéncias, da Universidade Estadual
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Paulista, UNESP, Botucatu, SP. A época da implantacdo deste experimento coincidiu com

temperaturas mais quentes exigidas para esta espécie, de acordo com Martins et al. (1998).

O solo usado no presente experimento apresentava as seguintes caracteristicas
guimicas: pH CaCl,=5,61; M.0.= 22,66 g kg'l; P=22,8 mg dm?3: H+Al= 34,1, K= 5,12, Ca=
43,56, Mg= 17,65, SB= 66, 3, CTC=100,4 mmole dm3e V%= 66. A analise guimica do solo
foi determinada pelo Departamento de Recursos Naturais, Setor: Ciéncia do Solo, da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas, UNESP, Botucatu, SP.

As plantas foram obtidas de sementes ja tratadas com thiram (dissulfeto tetrametil —
tiuram) que foram semeadas diretamente em vasos com capacidade de 12 litros, com terra
corrigida (calagem- 9,12 g vaso™ de calcareo dolomitico) e adubada conforme a analise
quimica do solo (15,85 g vaso™ de superfosfato simples; nitrogénio 2,4 g vaso™; ndo houve
necessidade de adigdo de potassio; 10% do volume do vaso de matéria organica, esterco de
vaca). Além disso, foi realizada adubacdo de cobertura com solucdo completa de Hoagland
(200 mL vaso™), uma vez por semana, 65 dias ap6s a emergéncia. As plantas foram mantidas
em casa de vegetacdo e irrigadas sempre que necessario. A temperatura maxima dentro da

casa de vegetacgdo, durante a condugéo do experimento 27°C e a minima 16°C.

Procedeu-se aos tratamentos das plantas de S. officinalis com as seguintes substancias:
1 — controle (&gua); 2 — acido 4-(3-indolil)butirico (IBA) a 100 mg L™; 3 — 4cido giberélico
(GAs) a 70 mg L™ 4 — benzilaminopurina (BAP) a 70 mg L™; 5 — 4cido giberélico (GAs) +
cinetina (Kt) + acido indolilbutirico (IBA) — Stimulate® a 1% e 6 — GA; + GA;) + N-
(fenilmetil) — 1-purina-6-amina — Promalin® a 100 mg L™. Os tratamentos 2, 3 e 4 s&o
reguladores vegetais; os tratamentos 5 e 6 sdo bioestimulantes.

Como fonte de acido 4-(3-indolil)butirico (IBA) foi utilizado o produto p.a. da Vetec
guimica Fina Ltda. e como fonte de benzilaminopurina (BAP) foi utilizado o produto p.a. da
Sigma. O é&cido giberélico (GA;3) foi utilizado na forma do produto comercial Pro-Gibb
contendo 10% de GA3, da Abbott Laboratorios do Brasil Ltda.; a mistura de acido giberélico
(GA3) + cinetina (Kt) + &cido indolilbutirico (IBA) foi utilizada na forma do produto
comercial Stimulate® contendo 90mg L™ de cinetina (Kt), 50 mg L™ de IBA e 50 mg L™ de
GA; por litro do produto, fabricado pela Stoller do Brasil S.A; a mistura de giberelinas
(GA47) + N-(fenilmetil)-1-purina-6-amina foi utilizada na forma do produto Promalin®
contendo 1,8% de GA4+7 e 1,8% de N-(fenilmetil)-1-purina-6-amina, fabricado pela Abbot
Laboratories.

A aplicacdo dos tratamentos foi realizada através de pulverizacdo foliar, utilizando

pulverizador manual, com presséo constante de 40 libras, equipado com langa contendo um
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bico leque tipo 110°02, que proporcionou volume de 310 mL de calda por m?; nas solucdes de
tratamento foram adicionados espalhante adesivo ndo ibnico, alquil-fenol-poliglicoléter, o
produto comercial Extravon na dose de 0,5 mL L™ de solucéo, fabricado pela Ciba-Geigy
Quimica S/A. Foram realizadas quatro aplicacdes, sendo a primeira 25 dias ap6s a emergéncia
(D.A.E.), a segunda, a terceira e a quarta aplicagdes foram realizadas aos 10, 20 e 30 D.AE.,
respectivamente.

Para a andlise do rendimento do 6leo essencial toda a parte aérea das plantas (caules e
folhas mais peciolos) foi coletada em duas épocas, aos 90 e 120 D.A.E. Esse material foi seco
para a determinacdo da massa seca total em estufa de circulacéo forcada de ar a 35°C (o 6leo
essencial é volatil em temperaturas superiores), até obtencdo de massa seca constante. A
seguir, o0 material seco foi submetido & hidrodestilacéo, utilizando-se aparelho tipo Clevenger,
durante duas horas para extragdo do 0leo, possibilitando o célculo de seu rendimento, em mL
100g™ de massa seca (MS); o 6leo foi acondicionado em vidro ambar e armazenado em
freezer, a temperatura de -20°C até 0 momento da analise qualitativa do 6leo.

Para a andlise da composicdo do dleo essencial a identificagdo das substancias foi
conduzida em cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massa (CG/EM, Shimadzu,
QP-5000), dotado de coluna capilar de silica fundida OV-5 (30m x 0,25mm x 0,25um Ohio
Valley Specialty Chemical, Inc.), operando por impacto de elétrons (70eV.). A condicdo de
analise ocorreu com injetor a 240°C; Detector a 230°C; com gas de arraste, Hélio; vazdo: 1,7
mL min; diluicdo: 2uL; split: 1/30; programa de temperatura: 50°C (5 min.) — 120°C,
3°C/minuto; 120°C - 280°C, 10°C/minuto. A identificacdo das substancias foi efetuada
através da comparacgao dos seus espectros de massa com o banco de dados do sistema CG-EM
(Nist. 62 libr.) e literatura (Mclafferty e Stauffer, 1989) e indice de retencdo (Adams, 2001).
Os indices de retencdo (IR) das substancias foram obtidos através da co-injecdo da amostra
com série homologa de n-alcanos (C9H20 — C25H52, Sigma — Aldrich, 99%) no seguinte
programa de temperatura: 60°C — 240°C, 3°C/min. (Adams, 2001), aplicando-se a equacéao de
Van den Dool e Kratz (Van den Dool e Kratz, 1963).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, consistindo de seis
tratamentos e trés repeticdes e duas épocas de coleta, aos 90 e 120 D.A.E. Para o estudo
qualitativo do dleo essencial os resultados foram submetidos a analise de variancia (teste F) e
as médias dos tratamentos comparadas pelo teste Scott-Knott (1974), utilizando-se ao nivel de

5% de probabilidade e as demais caracteristicas utilizando-se ao nivel de 1% de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Teor de 0leo essencial

Os resultados do teor de 6leo essencial apresentados na Tabela 1 revelam que as
plantas de Salvia officinalis L., tratadas com reguladores e bioestimulantes vegetais, assim
como a época de coleta influenciaram no teor de 6leo essencial.

Os maiores valores do teor de 6leo aos 90 D.A.E. foram obtidos em plantas tratadas
com IBA e Stimulate®, um bioestimulante que também apresenta IBA na sua composicdo. O
aumento no teor do 6leo em plantas tratadas com IBA deve estar relacionado com o efeito
deste regulador vegetal na promocdo do crescimento das plantas, principalmente, por
promover o alongamento celular (Taiz e Zeiger, 2006). Os resultados apresentados neste
trabalho assemelham-se aos descritos por Trease e Evans (1978), que descrevem que em
plantas de Mentha piperita tratadas com auxina ocorreu aumento na producdo de 6leo. O
mesmo resultado, também foi obtido por Mahmoud e Shetty (1996) em plantas de Ocimum
basilicum L. com a aplica¢do de &cido indolil-3-acético (IAA) que promoveu aumento no teor
de 6leo essencial, mas inibicdo do crescimento da planta.

De acordo com Castro et al. (1998), o Stimulate® atua no crescimento € no
desenvolvimento vegetal, estimulando a divisdo celular, a diferenciacdo e o alongamento das
células, com aumento também da absor¢éo e da utilizacdo dos nutrientes, sendo especialmente
eficiente quando aplicado com fertilizantes foliares. No presente trabalho, 0 aumento no teor
de 6leo essencial promovido pelo Stimulate® pode estar relacionado com a interacdo entre 0s
reguladores vegetais (GA3; + cinetina + IBA). Estudos realizados por Povh e Ono (2006)
demonstraram que a aplicacdo de Stimulate® a 2% em plantas de Salvia officinalis L.
promoveu aumento no crescimento e rendimento do 6leo essencial.

Aos 120 D.A.E. plantas de todos os tratamentos apresentaram aumento significativo
no teor de 6leo essencial comparado as plantas controle (Tabela 1). As plantas tratadas com
IBA, novamente, apresentaram o maior teor de 6leo essencial e aquelas tratadas com GAg,
BAP e Stimulate® também apresentaram aumento no teor de éleos essenciais em comparagao
a testemunha. Os resultados apresentados nesta coleta demonstram que os tratamentos com
IBA, GAs, BAP e Promalin® promoveram melhor producdo de 6leo em relagdo a coleta
realizada aos 90 D.A.E. Isso mostra que a coleta do material vegetal para a extracdo do 6leo
essencial, posteriormente, leva ao maior acimulo de éleo nos tecidos vegetais.

Também pode estar relacionado com o desenvolvimento da planta, ja mais
desenvolvida aos 120 D.A.E., uma vez que, a producdo de 6leos essenciais em plantas de

Salvia officinalis, estd diretamente associada a presenca de estruturas secretoras
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especializadas, os tricomas glandulares (Venkatachalam et al., 1984) e o teor e a composicao
do bleo essencial podem variar durante o desenvolvimento dessas estruturas (Henderson et al.,
1970). Além disso, a producédo de 6leo esta condicionada a diversos outros fatores. Segundo
Correa Janior et al. (1992), a producédo de 6leos essenciais pode ser influenciada por fatores
enddgenos ou genéticos, fatores externos como temperatura, pluviosidade, vento, solo,
latitude e altitude que interferem de forma significativa na sintese dos metabolitos secundarios
e fatores técnicos, como forma de plantio, adubacéo, tratos culturais e época de colheita que
também tém sua importancia, tanto na producdo de biomassa como no teor de principios
ativos.

De acordo com Simdes (1999), a variacdo no teor do 6leo essencial pode estar
relacionada também com o ciclo vegetativo, ou seja, o teor e a concentracdo de cada um dos
compostos do seu 6leo essencial podem variar durante o desenvolvimento do vegetal.

O aumento no teor de 6leo promovido pelo GA; pode ter ocorrido em resposta aos
efeitos deste, sobre o crescimento das plantas, promovendo o alongamento do caulem,
aumento no ndmero de ramificacbes (Taiz e Zeiger, 2006) e promovendo a sintese de
compostos secundarios (Krishnamoorthy, 1979). As giberelinas sdo ativas na estimulacdo do
alongamento caulinar (Stratford, 1978) e muitos estudos ja demonstraram que 0 uso de
giberelinas em espécies aromaticas e medicinais resulta em aumento notavel dos entrends, no
acumulo de matéria organica, aumento ou diminui¢do no teor de 6leo essencial e alteragdes
nos constituintes quimicos do 6leo (Krys’kov e Shkurat, 1961; Tronchet, 1961; Povh e Ono,
2007).

Os resultados encontrados neste trabalho assemelham-se aos encontrados por El-
Khateeb (1989) que observou aumento no crescimento e na producdo de 6leo essencial com a
aplicacdo de GA; na concentragdo de 50 mg L™ em plantas de Rosmarinus officinalis L.
Umesha et al. (1991), estudando plantas de Ocimum gratissimum L., também verificaram
aumento na producdo de 6leo essencial com a aplicacédo foliar de GA3 na concentracdo de 100
mg L™. Povh e Ono (2006), em plantas de Salvia officinalis L., também observaram aumento
na producdo de 6leo essencial com a aplicacdo exdgena de GAs.

No entanto, Mahmoud e Shetty (1996) relataram que a aplicagdo de GAz em Ocimum
basilicum L. estimulou o crescimento vegetal, como a altura da planta, porém diminuiu o teor
de bleo essencial. Em plantas de Mentha piperita a aplicacdo deste regulador vegetal também
promoveu aumento no crescimento e acumulacdo do material orgénico, porém ocorreu
diminuicdo do contetido de seu 6leo essencial (Krys’kov e Shkurat, 1961). Esse fato pode ter
ocorrido devido a utilizacdo dos compostos organicos no crescimento, reduzindo a

disponibilidade destes para a producédo de 6leos essenciais.



54

As plantas tratadas com BAP também apresentaram aumento significativo no teor de
Oleo essencial e esse resultado assemelha-se aos encontrados por El-Keltawi e Croteau
(1987), que relatam que a aplicacdo foliar de citocinina promoveu aumento no crescimento e
na producdo de 6leo em plantas de Mentha piperita, M. spicata e Salvia officinalis. Esses
autores relatam ainda, que o aumento observado na producdo de 6leo pela planta pode ser
atribuido, em parte, ao crescimento induzido pela citocinina. J& em plantas de Ocimum
basilicum L. os autores Mahmoud e Shetty (1996) relataram que a aplicacdo de cinetina
promoveu inibicdo do crescimento da planta, porém este regulador vegetal promoveu
aumento no teor de 6leo essencial.

Entretanto, Scavroni et al. (2006) descreveram para Mentha piperita L. aumento na
producdo de massa fresca com a aplicacdo exdgena de citocinina (BAP a 50 mg L™), no
entanto, menor teor de dleo essencial. Povh e Ono (2006) também descrevem reducdo no teor
de 6leo essencial com a aplicagdo de citocinina (BAP a 100 mg L™) em plantas de Salvia
officinalis, podendo esta menor producdo de Gleos essenciais estar relacionada com a
concentracdo de BAP utilizada, que ndo deve ter sido a ideal.

Frente as evidéncias de que os reguladores e bioestimulantes vegetais promovem
alteragdes no teor de dleo essencial em plantas de Salvia officinalis L., descritas no presente
trabalho, pode-se afirmar que essas substancias influenciaram significativamente a producédo
de 6leo essencial nas duas coletas realizadas, porém os maiores teores foram observados em
plantas coletadas aos 120 D.A.E., indicando esta como a melhor época para a coleta destinada
a extracdo do 6leo. E importante ressaltar que plantas tratadas com IBA, apresentaram maior
producdo de dleo essencial nas duas épocas de coleta. Com base nos dados apresentados neste
trabalho pode-se afirmar que o IBA é a substancia com maior efeito no acimulo do 6leo

essencial.
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Tabela 1. Teor de Oleo essencial de plantas de Salvia officinalis L. submetidas aos
tratamentos com reguladores e bioestimulantes vegetais, em duas épocas de coleta

(90 e 120 D.AE.).

Epoca de Coleta®

Tratamento* 90 D.AEE. 120 D.ALE.
Controle 0,70 B 0,80D
IBA 0,80 A 1,07 A
GA; 0,73B 0,97 B
BAP 0,70B 1,00B
Stimulate® 0,80 A 0,97 B
Promalin® 0,73B 0,90 C
CV(%) 4,5

médias seguidas da mesma letra nas colunas nao diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott ao nivel de 1%
de probabilidade.
ZSjgnificativo (< 0,0001) a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Composicao do 6leo essencial

Pela analise da composicdo do Oleo essencial de plantas de S. officinalis foram
identificados no estudo 10 compostos: cis-tujona, trans-tujona, céanfora, 1,8-cineol, o-
humoleno, a-pireno, B-pireno, canfeno, borneol e acetado de bornila (Tabela 2).

De maneira geral, a anélise qualitativa do 6leo essencial de plantas de Salvia
officinalis L. revela, em todos os tratamentos, que 0s compostos o-tujona e canfora sdo
majoritarios e 0s compostos 1,8-cineol e B-tujona também representam teores relevantes na
composicao total do Oleo essencial. Esses resultados estdo de acordo com os dados
encontrados na literatura como com Guillen et al. (1996) que relatam que o0s principais
componentes do 6leo de S. officinalis sdo: a-tujona, cariofileno, 1,8-cineol, a-humuleno e
canfora. Esse mesmo padréo é descrito por Drazic e Brkic (2001).

Aos 90 e 120 D.A.E. houve diferenca significativa entre os tratamentos apenas para
dois compostos minoritarios da composicdo total do O6leo essencial em plantas de S.
officinalis: borneol e acetado de bornila. Plantas tratadas com o bioestimulante Promalin®
apresentaram maior teor de borneol comparado aos demais tratamentos. O mesmo tratamento
(Promalin®) promoveu também, aumento significativo no composto acetado de bornila,

porém para este composto, 0 GA3 também promoveu aumento significativo.
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O borneol é o precursor direto da rota de biossintese da canfora, que é um composto
majoritario encontrado no dleo de S. officinalis. Os resultados dos teores de borneol e canfora
parecem estarem de acordo com esta afirmacdo, uma vez que, principalmente aos 90 D.A.E.,
o teor de canfora também foi maior no tratamento com Promalin®.

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, é possivel sugerir que o
Promalin®, um bioestimulante contendo giberelina e citocinina, possa estar diretamente
relacionado com a promocao de aumento da parte aérea, principalmente alongamento do caule
e expansdo foliar promovida pela citocinina.

Segundo Croteau et al. (1981), a acumulagdo do 6leo essencial depende das fases de
desenvolvimento da planta. A origem da folha, sua expansdo, total maturacdo e senescéncia
tardia sdo importantes para a producéo de 6leo de valor comercial. A ontogenia também afeta
a composi¢cdo do 6leo em Salvia officinalis L., assim, o teor de canfora aumenta com a
expansao da folha.

Os compostos majoritarios do 6leo ndo apresentaram diferenca significativa entre 0s
tratamentos. Avaliando-se a média geral de cada composto, mostrado na Tabela 2, pode-se
observar que aos 90 e 120 D.A.E. os compostos, respectivamente, representaram em média do
volume final do 6leo essencial de S. officinalis: 35,42% e 36,34% de cis-tujona, 8,53% e
7,59% de trans-tujona, 43,95% e 44,11% da soma dos isdmeros cis e trans-tujona, 21,15% de
canfora e 14,35% de 1,8-cineol. Esses compostos sdo de extrema importancia para
diagnosticar a qualidade do éleo essencial para a espécie Salvia officinalis L., que de acordo
com pesquisas realizadas com esta espécie cultivada no mundo todo, um dleo de alta
qualidade deve conter alta percentagem de cis e trans-tujona e baixa proporcao de canfora.

Muitos autores descrevem padrfes para a qualidade do O6leo essencial de Salvia
officinalis L. Assim, Guenther (1949) descreve que a alta qualidade de plantas de S. officinalis
é uma combinacdo de varios fatores, como a coloracdo da folha (prata), teor de 6leo essencial
(>1,5%) e composicdo do Oleo essencial; as plantas chegam ao méaximo de produgdo no
primeiro ano de crescimento. Putievsky et al. (1992) descrevem que a boa qualidade do 6leo
de S. officinalis deve conter alta porcentagem (>50%) de a- e B-tujonas e baixa proporcéo
(<20%) de canfora. Ja Lawrence et al. (1971) e Croteau e Karp (1976) descrevem para o 6leo
essencial de Salvia officinalis L. a canfora como o maior componente, correspondendo a cerca
de 20% do oleo.

Vaérios estudos com Salvia officinalis L. cultivada no mundo todo revelam grande
variacdo na constituicdo quimica do 6leo essencial que é dependente da fertilizagdo mineral
do solo (Piccaglia e Marotti, 1993), intensidade de luz (Li et al., 1996), idade do 6rgédo
(Langer et al., 1993), condi¢des climaticas (Méathé et al., 1992), sazonalidade (Putievsky et
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al., 1986; Grella e Picci, 1988) e parte da planta (Perry et al., 1999). Por causa da ampla
variacdo, 0s constituintes do Oleo essencial de S. officinalis, algumas vezes, ndo se
assemelham ao perfil do padrdo definido pela 1SO 9909 para éleo essencial oficial de Salvia
officinalis L., que de acordo com Bruneton (1999) é: cis-tujona (18 a 43%), trans-tujona (3 a
8,5%), canfora (4,5 a 24,5%), cineol (5,5 a 13%), humoleno (0-12%), a-pireno (1 a 6,5%),
canfeno (1,5 a 7%), limoneno (0,5 a 3%), linalool (no mé&ximo 1%) e acetato de bornila (2,5%
Nno maximo).

A época de coleta ndo influenciou na resposta aos tratamentos com os reguladores
vegetais (Tabela 3). De maneira geral, plantas controle apresentaram maior teor de cis-tujona
(38,09%) e plantas tratadas com Promalin® apresentaram o menor teor (33,22%). Com
relagdo aos outros componentes majoritarios, plantas tratadas com IBA apresentaram maior
valor médio de trans-tujona (9,00%); Stimulate® apresentou maior valor de canfora (21,51%)
e GA; maior valor de 1,8-cineol (14,46%).

E importante ressaltar que no cultivo de plantas aromaticas e medicinais, a
preocupacdo ndo deve ser apenas com a producdo de biomassa, mas também com a riqueza
dos principios ativos contidos. Por isso, 0 conhecimento da composi¢do quimica de 6leos
essenciais tem sido utilizado nos estudos de 6leo essencial. Além disso, diferentes aspectos de
cultivo devem ser levados em consideracdo para que se possam produzir plantas medicinais
com alta produtividade de 6leos essenciais com as qualidades exigidas.

Portanto, com o resultado da andlise qualitativa do éleo essencial extraido da parte
aérea de plantas de S. officinalis, pode-se afirmar que o 0leo apresentou alta qualidade em
todos os tratamentos testados neste trabalho, em ambas as épocas de coleta para a efetiva
extracdo, ou seja, aos 90 e 120 D.A.E.
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CONCLUSOES

Plantas de Salvia officinalis L. tratadas com reguladores e bioetimulantes vegetais
tiveram o teor do dleo essencial alterado, sendo que IBA foi o tratamento mais efetivo no
aumento da producdo de 6leo essencial.

O maior rendimento de 6leo essencial foi obtido aos 120 D.A.E. e os reguladores e
bioestimulantes vegetais, assim como a época de coleta, ndo alteraram 0s componentes

guimicos do 6leo essencial.
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SUBSTANCIAS FENOLICAS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Salvia officinalis
L. SOB ACAO DE REGULADORES VEGETAIS E BIOESTIMULANTES

RESUMO - Este estudo objetivou avaliar o efeito de reguladores vegetais e bioestimulantes
no teor de substancias fendlicas e atividade antioxidante de plantas de Salvia officinalis L. O
experimento foi instalado em casa de vegetacdo sendo as plantas tratadas com os seguintes
tratamentos: 1- controle (4gua); 2- IBA a 100 mg L™ 3- GA; a 70 mg L™ 4-
benzilaminopurina (BAP) a 70 mg L™ 5- GAgtcinetina+IBA — Stimulate® a 1% e 5-
GAu+7+N-(fenilmetil)-1-purina-6-amino — Promalin® a 100 mg L™. Os tratamentos foram
aplicados quatro vezes, sendo a primeira, 25 dias ap6s a emergéncia (D.A.E.), a segunda, a
terceira e a quarta aplicagdo aos 10, 20 e 30 D.A.E., respectivamente. Em cada coleta (sete
coletas), determinaram-se: os teores de flavondides totais, fendis totais e atividade das
enzimas peroxidases e polifenoloxidases e atividade antioxidante (CEsp). Analisando-se 0s
resultados obtidos foi possivel verificar aos 82 D.A.E. que plantas tratadas com IBA
promoveram maior acumulo nos teores de fendis totais e flavondides; plantas tratadas com
IBA, GA; e Promalin® apresentaram menor CEsp, portanto, maior atividade antioxidante.
Com relagdo as atividades enzimaticas, os tratamentos que apresentaram aumento foram o

controle, GA3; e BAP, para peroxidases e IBA, GA; e Stimulate®, para polifenoloxidase.
Palavras-chave: atividade antioxidante, DPPH, flavonoéides, plantas medicinais

PHENOLIC SUBSTANCES AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF Salvia officinalis L.
SUBJECTED TO PLANT GROWTH REGULATORS AND BIOSTIMULANTS

ABSTRACT - This study aimed at evaluating the effect of plant growth regulators and
biostimulants on phenolic substance levels and antioxidant activity of Salvia officinalis L.
plants. The experiment was carried out in a greenhouse and plants were subjected to the
following treatments: 1- control (water); 2- IBA 100 mg L™; 3- GA; 70 mg L™; 4-
benzylaminopurine (BAP) 70 mg L™; 5- GAs+kinetin+IBA — Stimulate® 1%, and 5- GA.7+
N-(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine — Promalin® 100 mg L™. Treatments were sprayed
four times: the first, at 25 days after emergence (D.A.E.); the second, third and fourth, at 10,
20 and 30 D.A.E., respectively. In each harvesting (a total of seven), total flavonoid and
phenol levels were assessed, besides peroxidase, polyphenol oxidase and antioxidant (CEsp)
activities. At 82 D.A.E., IBA-treated plants had higher flavonoid and phenol levels; besides,
plants treated with IBA, GA3; and Promalin® presented lower CEsy and, therefore, higher
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antioxidant activity. As regards enzymatic activities, there was an increase in peroxidases
when plants were subjected to GA; and BAP, as well as in controls, whereas polyphenol

oxidase was higher in IBA-, GAs- and Stimulate®-treated plants.

Key words: antioxidant activity, DPPH, flavonoids, medicinal herbs

INTRODUCAO

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas quimicamente reativas derivadas
do oxigénio, geradas espontaneamente pelo metabolismo dos organismos vivos, no entanto, o
acumulo destas moléculas nos sistemas biologicos causa diversos danos por afetar a
integridade e a funcdo celular. As ROS sdo consideradas agentes oxidantes que danificam
todos os tipos de estruturas celulares por serem capazes de reagir diretamente com
biomoléculas como: carboidratos, lipideos, proteinas e DNA causando alteracdo na
permeabilidade das membranas celulares, redugdo na atividade enzimatica e algumas
mutacdes (Resende et al. 2003; Kosar et al., 2005; Zhao et al., 2005). Os danos oxidativos
causados pelas espécies reativas de oxigénio tém sido freqlientemente associados a
patogénese e problemas de salde, como envelhecimento, artrite, cancer, inflamacdo e doencas
cardiacas em humanos (Abe e Berk, 1998; Vellosa et al., 2007).

Algumas substancias apresentam atividade antioxidante por impedirem a oxidagéo
prejudicial de substancias quimicas nas reag6es metabolicas, neutralizando radicais livres que
prejudicam as células; entre elas podem-se citar as vitaminas C e E e os carotendides
(Haslam, 1996; Valko et al., 2004; EI-Agamey et al., 2004; Omoni e Aluko, 2005; Vellosa et
al., 2007).

O uso de antioxidantes naturais vem atraindo atencdo ndo apenas dos pesquisadores,
mas também da populacdo em geral, devido a difusdo da idéia de que sdo mais seguros e
saudaveis que as moléculas sintéticas. Como conseqiiéncia disso tais produtos vém sendo
cada vez mais usados na producdo de conservantes para a industria alimenticia e produtos
para a indistria farmacéutica (Block et al., 1992).

A atividade antioxidante dos produtos de origem vegetal é dependente, entre outras
caracteristicas estruturais, da presenca de um grupamento fendlico e tal estrutura permite a
estes compostos neutralizar radicais livres, quelar metais reativos e agir como “quencher” de
oxigénio no estado singleto e tripleto (Atoui, 2005). Desta maneira, os flavondides,
fenilpropandides e outros compostos aromaticos sdo 0s principais alvos da busca por
antioxidantes naturais (Bolzani et al., 1995; Mossi et al., 2005; Vellosa et al., 2007).
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Algumas familias vegetais sdo caracterizadas por produzirem elevadas quantidades de
substancias antioxidantes e uma das mais representativas é a familia Lamiaceae; nesta familia
destacam-se Rosmarinus officinalis e Salvia officinalis. Estas espécies tém sido amplamente
estudadas e muitos de seus componentes antioxidantes ja foram identificados e a maior parte
deles é formada por compostos fendlicos (Das e Pereira, 1990; Pokorny, 1991; Schwarz e
Ternes, 1992).

Salvia officinalis L. é uma planta originaria do sul da Europa conhecida popularmente
como sélvia, usada, principalmente como planta aromatica e medicinal (Martins et al., 1998).
Os principais produtores mundiais sdo os paises da regido do Mediterraneo, além dos Estados
Unidos. No Brasil, a espécie foi aclimatada e tem sido cultivada, com sucesso nos estados da
regido Sul (Serafini e Cassel, 2001).

Os compostos fenolicos mais comuns presentes em S. officinalis relatados em diversos
trabalhos sdo: acido rosamarinico, acido carnosinico, acido salviandlico e seus derivados
carnosol, rosmanol, epirosmanol, rosmadial e metil-carnosatos (Lu e Foo, 2001), estes
apresentam atividade antimicrobiana e removedora de radicais livres (Masaki et al., 1995;
Tepe et al., 2005).

Em oposicdo a agdo dos compostos fendlicos, existem as enzimas peroxidases
(doador: hidrogénio peréxido 6xidoredutase, POD, EC 1.11.1.7) que catalisam reagdes redox
em vegetais, usando como substrato tanto o peréxido de hidrogénio como o oxigénio como
aceptores de hidrogénio. Estas enzimas sdo encontradas no citoplasma (forma solavel), na
parede celular (forma insollvel), em membranas e organelas das células vegetais. As PODs
agem formando um complexo enzima—doador de hidrogénio, atuando na catélise de reacGes
oxidativas, peroxidativas e de hidroxilacdo. Oxidam diferentes doadores de hidrogénio, tais
como: fendlicos, aminas, leucobases e compostos heterociclicos. Elevados indices de
atividade das PODs podem ser relacionados a estadios de deteriora¢do oxidativa e senescéncia
dos tecidos, ligacGes de polissacarideos, oxidacdo do acido indolil-3-acético (1AA), ligacbes
de mondmeros, lignificacdo, cicatrizacdo de ferimentos, oxidagdo de fendis, defesa de
patdgenos e regulacdo do alongamento de células (Gaspar et al., 1982; Kao, 2003).

As polifenoloxidases (PPO, EC 1.14.18.1) sdo enzimas gue agem sobre 0s compostos
fendlicos oxidando-o0s a quinonas na presenca de O,, pertencem ao grupo das 6xidos redutases
e contém cobre como grupo prostético. Os substratos usuais das PPOs incluem os ésteres dos
acidos cindmicos, como o acido clorogénico, as catequinas, a 3,4 dihidroxifenilalanina
(DOPA) e a tirosina. Nestes substratos estdo envolvidas em reacbes de oxidacdo de
compostos fendlicos e carotenoides, degradacao de auxinas, clorofila e &cido ascdrbico, bem

como na biossintese de lignina. Portanto, a sua atividade relaciona-se com modificagdes nos
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atributos sensoriais (escurecimento, endurecimento e sabores estranhos) e no valor nutritivo
(perda de atividade vitaminica do &cido ascérbico) dos produtos horticolas. Tém funcgdo
relacionada aos processos de desenvolvimento e de senescéncia dos tecidos (Gaspar et al.,
1997).

Reguladores vegetais sdo substancias sintéticas que quando aplicadas exogenamente
possuem acdo semelhante ao dos grupos de hormdnios vegetais conhecidos. A aplicacdo
comercial de reguladores vegetais adquiriu grande importancia e significado na horticultura e
producéo de plantas e estes compostos sdo normalmente utilizados para aumentar a producéo,
alterar habitos de crescimento ou estruturas. Os reguladores vegetais alteram o balan¢o
hormonal enddgeno atuando como um componente presente em baixa quantidade ou atenuar
os efeitos de componentes que estdo em quantidades elevadas (Castro e Vieira, 2001).

Além dos reguladores vegetais, outras substancias ativas sdo utilizadas na agricultura
como o0s estimulantes ou bioestimulantes vegetais que sdo misturas de diversos reguladores
vegetais ou da destes com compostos de natureza biogquimica diferente que podem aumentar
ou incrementar a producao (Vieira e Castro, 2004).

Poucos estudos sobre o efeito da aplicacdo de reguladores vegetais e bioestimulantes
sobre a produgdo de compostos fendlicos, atividade antioxidante e atividade enzimética de
plantas medicinais e aromaticas. Portanto, esfor¢cos na busca de substancias que possam
aumentar a producdo das plantas medicinais e aromaticas, aumentando a producdo de
compostos biolégicos e de propriedades antioxidantes sdo de grande importancia.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo determinar a influéncia de
reguladores vegetais e bioestimulantes em diferentes épocas de colheita nos teores de fendis
totais e flavonoides, além da atividade antioxidante (CEsp) e da atividade das enzimas
peroxidases e polifenoloxidases em plantas de Salvia officinalis L. cultivadas em casa de

vegetacéo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido entre setembro de 2005 e fevereiro de 2006 em casa de
vegetacdo instalada no Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias, da Universidade
Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, SP. A época da implantacdo deste experimento
coincidiu com temperaturas mais quentes exigidas para esta espécie, de acordo com Martins
et al. (1998).

O solo usado no presente experimento apresentava as seguintes caracteristicas
quimicas: pH CaCl,= 5,61; M.O.= 22,66 g kg*; P= 22,8 mg dm™; H+Al= 34,1, K= 5,12, Ca=
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43,56, Mg= 17,65, SB= 66,3, CTC= 100,4 mmole dm?e V%= 66. A analise quimica do solo
foi determinada pelo Departamento de Recursos Naturais, Setor: Ciéncia do Solo, da

Faculdade de Ciéncias Agronémicas, UNESP, Botucatu, SP.

As plantas foram obtidas de sementes ja tratadas com Thiram (dissulfeto tetrametil —
tiuram) que foram semeadas diretamente em vasos com capacidade de 12 litros, com terra
corrigida (calagem — 9,12 g vaso™ de calcareo dolomitico) e adubada (15,85 g vaso™ de
superfosfato simples; 2,4 g vaso™ de nitrogénio; ndo houve a necessidade de adicdo de
potassio e 10% do volume do vaso de matéria organica, esterco de vaca). Foi realizada ainda
adubacéo de cobertura com solugdo nutritiva completa de Hoagland (200 mL vaso™) uma vez
por semana, 65 dias ap6s a emergéncia (D.A.E.). As plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo e irrigadas sempre que necessario. A temperatura méxima dentro da casa de

vegetacdo, durante a conducao do experimento, foi 27°C e a minima 16°C.

As plantas foram tratadas com os seguintes tratamentos: 1— controle (agua); 2— acido
4-(3-indolil)butirico (IBA) a 100 mg L™ 3- &cido giberélico (GA;) a 70 mg L™ 4-
benzilaminopurina (BAP) a 70 mg L™; 5- GAs + cinetina (Kt) + IBA — Stimulate® a 1% e 6—
GAu+7 + N-(fenilmetil)- 1-purina-6-amina — Promalin® a 100 mg L™.

Para o IBA foi utilizado o produto p.a. da Vetec Quimica Fina Ltda.; o &cido
giberélico (GA3) foi utilizado na forma do produto comercial Pro-Gibb contendo 10% de
GA;3, da Sumitomo do Brasil; a benzilaminopurina (BAP) utilizada foi na forma do produto
p.a. da Sigma; a mistura de GAs + cinetina + IBA foi utilizada na forma do produto comercial
Stimulate® contendo 90mg L™ de cinetina (Kt), 50 mg L™ de IBA e 50 mg L™ de GA; por
litro do produto, fabricado pela Stoller do Brasil S.A; a mistura de GA4+7 + N-(fenilmetil)-1-
purina-6-amina foi utilizada na forma do produto comercial Promalin® contendo 1,8% de
GA,+GA; e 1,8% de N-(fenilmetil)-1-purina-6-amina, fabricado pela Sumitomo do Brasil.

A aplicagdo dos tratamentos foi realizada com pulverizador manual, com pressao
constante de 40 libras, equipado com lanca contendo um bico tipo leque 110°02, que
proporcionou volume de 310 mL de calda por m A solugéo contendo os tratamentos foi
adicionado espalhante adesivo ndo i6nico alquil-fenol-poliglicoléter, Extravon® na dose de
0,5 mL L™ de solucéo, fabricado pela Ciba- Geigy Quimica S/A.

Foram realizadas quatro aplicacBes, sendo a primeira 25 dias ap6s o emergéncia
(D.A.E.) e asegunda, a terceira e a quarta aplicacdo aos 10, 20 e 30 D.A.E., respectivamente.

Para realizar as avaliagdes bioquimicas em plantas de S. officinalis, em cada coleta
(sete coletas), as folhas foram lavadas e secas com papel filtro. Para a determinagéo do teor de

flavondides totais e atividade das enzimas peroxidases (POD) e polifenoloxidases (PPO) as
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amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C,
para posterior analise. Para determinacdo de fendis totais e atividade antioxidante (AAO), as
amostras de folhas foram secas em estufa de circulagéo forcada de ar a 60°C durante 72 horas,

até que se obtivesse massa constante.

Teor de flavondides totais

A analise foi realizada de acordo com o método espectrofotométrico adaptado de
Santos e Blatt (1998) e Awad et al. (2000). Amostras de tecido fresco foram maceradas em 20
mL da mistura metanol 70% (v/v) e &cido acético 10% (v/v), levadas para banho de ultrassom
por 30 minutos, filtradas e centrifugadas por 20 minutos a 10.000 rpm. Do sobrenadante, 4
mL foram homogeneizados com 0,2 mL de AICI3.6H,0O 10% e o volume completado com
acido acético 10 % (v/v). A mistura foi homogeneizada e ap6s 30 minutos a absorbancia foi
verificada a 425 nm usando espectrofotdmetro UV-Vis (Pharmacia Biotech — Ultrospec
2000).

O teor de flavondides totais foi determinado em comparagcdo com uma curva de
referéncia (quercetina) (y = 0,01353 x + 0,02885; R®> = 0,988) e expressos em ug de

flavondides (equivalente quercetina) g™ m.f™.

Teor de fenois totais

O teor de fendis totais foi determinado pelo método de Folin-Denis (Horwitz, 1995)
e a curva de referéncia preparada com catecol (y = 0,2887 x - 0,1574; R? = 0,971). Para
analise nas plantas de séalvia, amostras de 100 mg de material seco e moido foram
homogeneizadas com 3,5 mL de acetona 70% (v/v) e 1,5 mL de &gua destilada. Apds 20
minutos em banho ultrassénico, o material foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm.
Aliquotas de 20uL da amostra resultante do sobrenadante foram homogeneizadas com 150 uL
do reagente Folin-Denis e 600 pL de carbonato de sodio 15% e o volume foi completado pra
5 mL com é&gua destilada. A absorcgdo foi verificada apds 45 minutos a 20°C a 784 nm em
espectrofotdbmetro UV-Vis (Pharmacia Biotech — Ultrospec 2000). O teor de fendis foi

expresso em pg de fendis (equivalente catecol) g m.f.™.

Atividade da peroxidase (POD) (E C 1.11.1.7)

Amostras de 0,2 g de folhas de S. officinalis (massa fresca) foram pesadas e
homogeneizadas em 5 mL de tampdo fosfato de potéssio 0,2 M e pH=6,7, foram
centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 minutos a 4°C, obtendo-se dessa maneira o extrato bruto.

O sobrenadante foi utilizado como fonte da enzima peroxidase pelo método
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espectrofotométrico proposto por Allain et al. (1974) com algumas modifica¢des (Lima,
1994).

O sistema de reacdo continha 1,0 mL do extrato enzimético (extrato bruto), 0,5 mL de
solucdo de H,O, 30%, 0,5 mL de solucdo de diclorofenol e aminoantipirina (163 mg de
diclorofenol + 81,3 mg de aminoantipirina em 100 mL de H,0).

Os tubos foram mantidos em banho-maria a 30°C por 5 minutos, sendo a reacéo
interrompida pela adi¢do de 2 mL de etanol absoluto. Procedeu-se a leitura imediatamente, em
espectrofotdbmetro a 505 nm.

A atividade da enzima peroxidase foi calculada utilizando-se a seguinte férmula:

A=L.VT/658.T
Onde:
A = atividade da peroxidase
L =leitura
VT = volume total da reacdo (2 mL)
T =tempo de reacdo (5 minutos)
Atividade da enzima polifenoloxidase (PPO) (EC 1.14.18.1)

Amostras de 0,5 g de folhas de S. officinalis (massa fresca) foram pesadas e
homogeneizadas em 5 mL de tampdo fosfato de potassio 0,2 M e pH=6,7, que foram
centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 minutos a 4°C, obtendo-se dessa maneira o extrato bruto.
O sobrenadante foi utilizado como fonte da enzima polifenoloxidase pelo método
espectrofotométrico proposto por Cano et al. (1997) modificado. A 0,3 mL do extrato bruto
foram adicionados 1,75 mL de tampdo fosfato 0,1M (pH 6,0) e 0,05 mL de catecol 0,1M.
Essa mistura foi incubada por 30 minutos em banho-maria a 30°C, interrompendo-se a reacéo
pela adicdo de 0,7 mL de &cido sulfurico 5%. Realizou-se a leitura da absorbancia em

espectrofotdbmetro a 395nm. A atividade enzimatica foi expressa em AAsgs min'lg'lM F.

Atividade antioxidante (DPPH)

O método de determinacdo da atividade antioxidante usando DPPH é um dos mais
usados e consiste em avaliar a atividade seqiiestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH). A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH remanescente
no meio reacional (Brand-Williams et al., 1995; Sanchez-Moreno et al., 1998). A
porcentagem de atividade antioxidante (%AAQ) corresponde a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade necessdria para decrescer a

concentracdo inicial de DPPH é denominada concentracéo eficiente (CEsg), também chamada
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de concentragdo inibitdria (Clsp). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor
sera sua CEsp e maior sera sua atividade antioxidante (Souza et al., 2007).

O procedimento do ensaio foi descrito por Mensor et al. (2001), em que a cada
solucdo da amostra (2,5 mL) (extrato metandlico) foi acondicionada 1 mL de solucdo de
DPPH (0,3 mM) nas diferentes concentragées (250 — 5 pg mL™). Apés o tempo de reagéo de
30 minutos, a absorbancia foi verificada a 518nm ( espectrofotémetro UV/VIS - Pharmacia
Biotech — Ultrospec 2000) e convertida em porcentagem de atividade antioxidante (AAQ)
usando a seguinte férmula:

AAO% = 100 — {[(AbSamostra — AbSpranco) X 100]/AbScontrole }

Onde:

AAO%= atividade antioxidante
ADbSamostra= leitura da amostra
ADbSpranco= leitura do branco
ADbScontrole= leitura do controle

O controle foi feito com 2,5 mL de etanol e 1 mL da solugdo de DPPH e um branco
foi realizado com 2,5 mL de extrato e 1 mL de etanol, para todas as concentragbes. A
concentracdo eficiente, isto é, a quantidade de antioxidante necesséria para decrescer a
concentracao inicial de DPPH em 50% (CEsy), foi determinada usando o “Microsoft Excel”, a
partir de uma curva de regressdo, plotando-se na abscissa as concentracdes da amostra (250,
150, 50, 10 e 5 ug mL™) e na ordenada, a proporgéo da atividade antioxidante (AAO%),
obstendo-se a equagdo da reta. A resolucdo desta equacdo (substituindo o valor de Y por 50)
resultou no valor de CEsq (Mensor, 2001) e 0O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial 6 x 7 (6 tratamentos e 7 épocas de coleta) com
trés repetigdes, sendo as coletas realizadas a intervalos de 14 dias, ou seja, aos 40, 54, 68, 82,
96, 110 e 124 dias ap06s a emergéncia (D.A.E.).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F) e na presenca
de interacdo entre os fatores, procedeu-se 0s desdobramentos necessarios. As médias dos
tratamentos com as diferentes substancias dentro de cada época de coleta foram comparadas
pelo teste Scott-Knott (1974), ao nivel de 5% de probabilidade e para avaliar o efeito das
épocas de coleta para cada substancia utilizou-se a analise de regressdo polinomial.

Para a analise estatistica foi utilizado o pacote computacional SISVAR (Ferreira,
1999). Na escolha do melhor modelo de regressdo foram adotados 0s seguintes critérios:
regressao significativa, desvios da regressao nao significativa, coeficiente de determinacédo e

analise de residuos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Teor de flavondides totais

Os resultados do teor de flavonodides totais apresentados nas Tabela e Figura 1 revelam
que as plantas de Salvia officinalis L. tratadas com reguladores vegetais e bioestimulantes,
assim como a época de coleta influenciaram no teor deste composto.

De maneira geral, os maiores valores do teor de flavonoides totais podem ser
observados para todos os tratamentos aos 82 D.A.E. (Tabela 1), sendo IBA o tratamento que
promoveu o maior aumento. No inicio do ciclo de desenvolvimento, aos 40 D.A.E. os
tratamentos com IBA, GA3;, BAP e Stimulate® apresentaram os maiores valores para teor de
flavonoides, aos 54 D.A.E. todos os tratamentos apresentaram aumento significativo
comparado as plantas controle e aos 68 D.A.E. apenas as plantas tratadas com IBA
apresentaram aumento significativo.

As equac0es de regressao ajustadas para o teor de flavondide ao longo das sete coletas
para cada tratamento (Figura 1) indicam tendéncia de ajuste de equacdes quadraticas, em
todos os tratamentos testados, ocorrendo aumento do inicio do ciclo de desenvolvimento de
folhas de S. officinalis até aos 82 D.A.E. e apresentando tendéncia de reducdo apos esse
periodo. Os resultados revelam ainda que, plantas tratadas com IBA apresentaram maior
acumulo de flavondides totais, 161,06 ug de flavonoides g* M.F. aos 82 D.A.E. Ao final do
ciclo, 124 D.A.E., as plantas tratadas com IBA, GAz; e Promalin®, apresentaram menor
reducdo no teor de flavonoide e maiores valores deste composto.

Os resultados do presente trabalho revelam que plantas de S. officinalis apresentaram
maior teor de flavondides com a aplicacdo exdgena de IBA, uma auxina. Existe relacdo que
entre os flavonoides e IAA, uma vez que, os flavondides parecem proteger esse hormdnio
(Wagner et al., 1988). Diversos trabalhos mostram a acdo de flavondides especificos
(quercetina e rutina) inibindo a atividade da 1AA-oxidase em altas concentracdes, mas que
podem acelerar a catalise do IAA em baixas concentra¢fes (Mathesius, 2001).

Os flavonoides que inibem a atividade da IAA-oxidase poderiam agir como um
substrato alternativo para a peroxidase, protegendo o IAA da oxidacdo (Kefeli e Dashek,
1984), favorecendo o crescimento. Os flavondides também podem inibir a oxidagdo do 1AA
pela remocdo de perdxido de hidrogénio, o qual é produzido na ac¢do oxidativa que precede a
atividade da peroxidase e € necessario para a oxidacdo do IAA (Galston et al., 1950).

Assim, os maiores niveis de flavondides nos tratamentos com IBA poderiam estar
relacionados com o possivel papel antioxidante dessas substancias. Esse efeito pode ser

devido, principalmente, as espécies reativas de oxigénio (ROS), envolvendo radical
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superoxido (O2), radical hidroxila (OH") e perdxido de hidrogénio (H,0-), sendo o perdxido o
maior contribuinte para as ROS (Apel e Hirt, 2004). Starzyinsk e Mareczek (2003)
encontraram correlacdo positiva entre o contetdo de flavondides em brdcolis e a atividade
antiradical livre, medida via DPPH (1,1-difenil-2-picritidrazil), indicando que os fenois

soltveis analisados tem papel importante como componente do sistema antioxidante.
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Tabela 1. Teor de flavondides (ug de flavonoides g* M.F.) de plantas de Salvia officinalis L.,
submetidas aos tratamentos com reguladores vegetais e bioestimulantes nas sete

épocas de coleta.

D.A.E.
Tratamentos*
40 54 68 82 96 110 124
Controle 58,25 b 74,51 b 128,96 b 140,05 ¢ 109,74 ¢ 109,00b 97,67 b
IBA 94,22 a 9791a 156,31 a 175,77 a 158,77 a 12354a 113,90a
GA; 93,98 a 111,47 a 130,19 b 159,26 b 143,49 a 124,28a 116,15a
BAP 80,43 a 100,63 a 117,63 b 144,24 ¢ 116,89 ¢ 97,43 b 96,44 b

Stimulate®  102,85a  111,72a  13832b  14276c  131,42b 122,562 93,98 b
Promalin®  66,38b  10580a  139.06b  15754b  147.68a 126,002 111,22a
Média 82,69 100,34 134,93 153,27 134,67 117,14 104,89

C.V. (%) 8,98

IMédias seguidas da mesma letra, na coluna, nio diferem significativamente entre si, pelo teste Tukey ao nivel de 1%
de probabilidade

ug de flavonéides g * m.f.-*

40 54 68 82 96 110 124

Dias ap6s emergéncia (D.A.E)

¢ Controle m IBA  GA3 < BAP x Stimulate® e Promalin®

Tratamentos Modelo ajustado’ R? Ponto Maximo da

Méaximo funcéo
Controle Y =-0,0302X? +5,3763X — 111,75 0,794 89,10 127,52
IBA ¥ =-0,0369X%2 + 6,3412X — 111,36 0,781 85,92 161,06
GA3 ¥ =-0,0247X? + 4,3274X — 43,504 0,858 87,60 146,04
BAP Y =-0,0241X? + 4,0506X — 43,817 0,758 84,04 126,38
Stimulate® Y =-0,0241X? + 3,9155X — 19,921 0,923 81,23 139,12
Promalin® Y =-0,0366X° + 6,4686X — 133,77 0,969 88,37 152,04

P < 0,001: para todos os modelos ajustados
! Y= a“'b1X+b2X2+ng3

Figura 1. Teor de flavonéides (ug de flavondides g* M.F.™) de plantas de Salvia officinalis L.,
submetidas aos tratamentos com reguladores vegetais: IBA, GA; e BAP e
bioestimulantes: Stimulate® e Promalin®, em funcdo das sete coletas realizadas a
intervalos de 14 dias.
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Teor de fenois totais

Na andlise do teor de fenois totais apresentados nas Tabela e Figura 2, pode-se
observar que plantas de Salvia officinalis L. tratadas com reguladores vegetais e
bioestimulantes, assim como a época de coleta influenciaram no teor destas substancias.

De maneira geral, os maiores valores para as substancias fendlicas foram observados
aos 82 D.A.E. para todos os tratamentos e aos 40, 54 e 68 D.A.E., os tratamentos com IBA e
GA; apresentaram os maiores valores de fendis totais (Tabela 2).

As equac0es de regressdo ajustadas para fendis totais ao longo das sete coletas para
cada tratamento (Figura 2), indicam tendéncia de ajuste de equacdes quadraticas para todos os
tratamentos, como observado também para teor de flavondides totais que também é uma
substancia fendlica. O valor maximo para producdo de substancias fendlicas pode ser
observado em plantas tratadas com IBA (653,68 pg fendis g* M.F.Y) aos 71 D.A.E.,
aproximadamente, ap0s este periodo houve tendéncia de redugdo destas substancias para
todos os tratamentos.

Uma das funcdes dos fendis estd relacionada com a modulacdo do desenvolvimento
vegetal, pela regulacdo do catabolismo do é&cido indolilacético (IAA) e outra funcéo
importante esta relacionada com o aumento da rigidez da parede celular e, conseqientemente,
a formagdo das ligagdes fenolicas com compostos da parede e a perda da extensibilidade,
diminuindo o crescimento celular (Volpert et al., 1995; Kroon e Williamson, 1999; Arnaldos
et al., 2001). No presente trabalho, o maior teor de fendis encontrado nas plantas de S.
officinalis ocorreu com a aplicacdo exdgena de IBA, podendo este aumento estar relacionado
com o balango da concentracdo de auxina endégena, pelo efeito dos fendis no catabolismo do
IAA.
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Tabela 2. Teor de fendis totais (ug fendis g M.F.%) de plantas de Salvia officinalis L.,
submetidas aos tratamentos com reguladores vegetais e bioestimulantes nas sete

épocas de coleta.

D.A.E.
Tratamentos*
40 54 68 82 96 110 124
Controle 332,59 b 426,12 b 549,78 b 631,87 b 531,76 a 417,46 b 345,41 a
IBA 505,78 a 564,67 a 623,21 a 732,32 a 479,11 b 370,00 a 273,71 a
GA; 458,33 a 609,01 a 613,51 a 628,40 b 536,96 a 426,12 b 324,97 a
BAP 434,43 b 479,46 b 499,87 b 506,48 ¢ 437,89 b 404,99 b 299,34 a

Stimulate® 465,26 a 568,83 a 581,64 a 664,43 b 490,54 b 323,24 a 305,23 a
Promalin® 348,18 b 480,85 b 539,04 b 610,39 b 488,81 b 463,18 b 296,92 a
Média 424,10 521,49 567,84 628,89 494,18 400,83 307,60
C.V. (%) 7,83
IMédias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott ao nivel de 1%
de probabilidade
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40 54 68 82 96 110 124

Dias ap6s emergéncia (D.A.E)

¢ Controle m IBA  GA3 < BAP x Stimulate® e Promalin®

Tratamentos Modelo ajustado” R’ Ponto Maximo da
Méaximo funcdo
Controle Y =-0,1447X? + 23,736X — 397,94 0,900 82,02 575,45
IBA Y =-0,1421X? + 20,167X — 79,853 0,842 71,00 653,68
GA3 Y =-0,1244X? + 18,256X — 48,958 0,952 73,38 620,82
BAP ¥ =-0,0634X2 +9,1291X — 171,63 0,947 72,00 157,00
Stimulate® ¥ =-0,1228X* + 17,429X - 21,617 0,828 71,39 596,78
Promalin® Y =-0,1397X? + 22,296X — 318,55 0,939 75,84 568,87

P < 0,001: para todos 0s modelos ajustados
! Y= a+le+b2X2+b3X3

Figura 2. Teor de fenois totais (ug fendis g* M.F.') de plantas de Salvia officinalis L.,
submetidas aos tratamentos com reguladores vegetais: IBA, GA; e BAP e
bioestimulantes: Stimulate® e Promalin®, em fungdo de sete coletas, realizadas a

intervalos de 14 dias.
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Atividade das peroxidases (POD)

O perodxido de hidrogénio é um constituinte do metabolismo oxidativo que pode reagir
com radicais superdxidos e formar radicais oxigénio-livre e radicais hidroxilas, na presenca de
tracos de Fe ou Cu. Os radicais hidroxilas produzidos iniciam reacdes proprias de propagacao
conduzindo a peroxidagdo de lipideos das membranas e destruigdo de proteinas (Bowler et al.,
1992). Radicais livres e peroxidacdo de lipideos sdo considerados como 0s maiores
contribuintes da senescéncia (Dhindsa et al., 1981) causando danos celulares e peroxidagédo
dos lipideos. Esses efeitos podem ser reduzidos ou prevenidos pelo metabolismo oxidativo
envolvendo enzimas antioxidantes como a peroxidase (Chang e Kao, 1998).

Na Tabela e Figura 3 podem ser observados os resultados obtidos para a atividade da
peroxidase em folhas de S. officinalis sob agdo de reguladores vegetais e bioestimulantes em
sete épocas de coleta. Pode-se notar que os maiores valores obtidos para atividade das
peroxidases em folhas de S. officinalis, ocorreu nas plantas controle e naquelas tratadas com
GA; aos 82 D.AE. (Tabela 3). Aos 54 e 68 D.A.E. plantas controle e naquelas tratadas com
IBA e GA; apresentaram maior atividade das peroxidases. Ap6s os 82 D.A.E., a atividade da
peroxidase sofreu reducdo em todos os tratamentos, aos 96 D.A.E. os valores mais elevados
ocorreram nas plantas controle e tratadas com GAj e Stimulate® e aos 124 D.A.E. as plantas
controle, e tratadas com IBA, GA3z e BAP apresentaram maior atividade das peroxidases.

As equacdes de regressdo ajustadas para a atividade da peroxidase ao longo das sete
coletas para cada tratamento (Figura 3) indicam tendéncia de ajuste de equacgdes quadraticas
para todos os tratamentos. Pode ser observado aumento da atividade da peroxidase do inicio
do ciclo de desenvolvimento de folhas de S. officinalis até aos 82 D.A.E. e ap0s esse periodo
foi observada reducgdo desta atividade. A maior atividade desta enzima pode ser observada
pelo ponto méaximo da equacdo, aproximadamente aos 79, 88 e 90 D.A.E. com atividade
méaxima de 0,545, 0,841 e 0,590 para controle, GAz e BAP, respectivamente.

A atividade da peroxidase pode ser alterada por fatores externos como luz ou outras
radiacdes, estresse (sais e temperatura), senescéncia, regulador vegetal, entre outros. Segundo
Gaspar et al. (1994), a peroxidase esta relacionada com a regulacdo ou alteracdo dos niveis
enddgenos de auxina. A complexidade das respostas desta enzima tem causado problemas em
entender a fungdo especifica in vivo e seu papel no crescimento da planta e sua adaptagdo no
ambiente (Rival et al., 1997).

Os resultados revelam que houve influéncia dos reguladores vegetais e bioestimulantes
na atividade das enzimas peroxidases, com maior atividade aos 82 D.A.E. para todos os
tratamentos, podendo estar relacionado com o periodo de méxima divisdo celular durante o

desenvolvimento das folhas de plantas de S. officinalis. Geralmente, durante a iniciagdo de
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Orgdos e em regiGes de ativa divisdo celular, a atividade da peroxidase aumenta, por ser
provavelmente, essencial no metabolismo do &cido indolilacético (IAA), modificando o
balango hormonal na planta, modulando a morfogénese (Méder, 1975; Bouazza et al., 1993).

De acordo com a literatura, no presente trabalho o aumento na atividade das
peroxidases foi observado aos 82 D.A.E. e apds este periodo, a reducdo nesta atividade
poderia estar relacionada com a fase de maior alongamento celular. De acordo com Piza
(2000), a atividade da peroxidase, geralmente, ¢ alta durante a fase de méxima divisdo celular,
diminuindo durante o alongamento. Andersen et al. (1986) afirmaram que a enzima
peroxidase poderia ser usada como marcador da organogénese por participar da regulacdo
endégena de IAA, agindo como IAA-oxidase, principalmente, nas fases de intenso
crescimento ou formacgéo de 6rgdos das plantas.

As peroxidases sdo enzimas que participam de rea¢fes oxidativas e estdo relacionadas
com o controle da concentragdo de auxina endogena (Pedrefio et al., 1990). A peroxidase, por
atuar como uma lAA-oxidase, é formada como consequéncia da diminuicdo da auxina
endogena e a aplicacdo de IBA pode prevenir esse efeito resultando numa menor atividade
desta enzima. Nos resultados apresentados neste trabalho, a aplicacdo de IBA ndo resultou em
aumento significativo na atividade das peroxidases e estes resultados estdo de acordo com a
literatura. Basu et al. (1998) descrevem que a atividade da peroxidase é significativamente

reduzida em tecidos tratados com auxina.
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Tabela 3. Atividade da enzima peroxidase (umol de H,O, decomposto min g M.F.™) de plantas
de Salvia officinalis L., submetidas aos tratamentos com reguladores vegetais e

bioestimulantes nas sete épocas de coleta.

D.A.E.
Tratamentos*

40 54 68 82 96 110 124
Controle 0,108 a 0,310 a 0,653 a 0,852 a 0,403 a 0,311a 0,268 a
IBA 0,115a 0,236 a 0,588 a 0,661 b 0,286 b 0,280 a 0,275 a
GA; 0,137 a 0,255 a 0,601 a 0,791 a 0,351a 0,310 a 0,303 a
BAP 0,102 a 0,170 b 0,491 b 0,766 a 0,250 b 0,270 a 0,256 a
Stimulate® 0,073 a 0,141 b 0,440 b 0,668 b 0,424 a 0,217 a 0,155 b
Promalin® 0,137 a 0,184 b 0,391b 0,422 c 0,275 b 0,211a 0,193 b

Média 0,112 0,216 0,527 0,693 0,332 0,267 0,242

C.V. (%) 17,25
IMédias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott ao nivel de 1%
de probabilidade
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0,8

umol de H,0, decomposto.min. g *m.f.?
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40 54 68 82 96 110 124

Dias ap6s emergéncia (D.A.E)

¢ Controle m IBA  GA3 x BAP x Stimulate® e Promalin®

Tratamentos Modelo ajustado” R’ Ponto Maximo da
Maximo fungdo
Controle Y =-0,0003X? +0,0474X -1,3278 0,686 79,00 0,545
IBA Y =-0,0002X? +0,0337X - 0,9033 0,565 84,30 0,516
GA; Y =-0,0002X? + 0,0390X — 1,0605 0,588 87,50 0,841
BAP Y =-0,0002X? + 0,0359X — 1,0205 0,507 89,75 0,590
Stimulate® ¥ =-0,0003X% +0,0421X — 1,2652 0,755 70,17 0,412
Promalin® ¥ =-0,0001X2 + 0,0206X — 0,4977 0,700 103,0 0,563

P < 0,001: para todos 0s modelos ajustados
1Y = atbix+bxP+ba®

Figura 3. Atividade da enzima peroxidase (umol de H,O, decomposto min g* M.F.?) de
plantas de Salvia officinalis L., submetidas aos tratamentos com reguladores vegetais:
IBA, GA; e BAP e bioestimulantes: Stimulate® e Promalin®, em fungdo de sete

coletas, realizadas a intervalos de 14 dias.
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Atividade das polifenoloxidases (PPO)

Em relacdo a atividade das polifenoloxidases os resultados podem ser observados na
Tabela e Figura 4. Aos 40 D.A.E. pode-se observar que os tratamentos com GAj3, Stimulate®
e Promalin® apresentaram as maiores atividades desta enzima. Aos 54 D.A.E. o BAP e
Stimulate® representaram as maiores atividades, ja aos 68 D.A.E. apenas o GA; apresentou
aumento significativo da atividade da polifenoloxidase. Todos os tratamentos apresentaram
maior atividade da polifenoloxidase aos 82 D.A.E., no entanto, plantas tratadas com IBA, GA; e
Stimulate® representaram os maiores valores. Apés 0s 82 D.A.E. houve reducdo nos valores e aos
96 D.A.E. plantas tratadas com BAP e Promalin® apresentaram os maiores valores. Aos 110 e
124 D.A.E. GAs, BAP, Stimulate® e Promalin® apresentaram maiores valores de atividade da
polifenoloxidase.

As equacOes de regressdo ajustadas para atividade da polifenoloxidase ao longo das
sete coletas para cada tratamento, como pode ser observado na Figura 4, indicam tendéncia de
ajuste de equacBGes quadraticas para todos os tratamentos testados. Pode ser observado
aumento da atividade da polifenoloxidase do inicio do ciclo de desenvolvimento das folhas de
S. officinalis até os 82 D.A.E. e ap0s este periodo, redugdo nesta atividade, em todos 0s
tratamentos. A maior atividade da enzima polifenoloxidase, foi obtida em plantas tratadas
com Stimulate®, IBA e GA3; com ponto de maximo, aproximadamente aos 82, 89 e 85
D.A.E. e méxima funcéo de 378,25, 359,66 e 358,11 AAggs min™ g MF, respectivamente.

O aumento da atividade da PPO aconteceu, possivelmente, devido a maior
disponibilidade de substratos fenolicos. Em células intactas, os fenois e a PPO encontram-se
em diferentes compartimentos celulares (Renard et al., 2001), quando a enzima PPO entra em
contato com o substrato (substancias fendlicas), ocorre escurecimento do tecido (Whitaker e
Lee, 1995). No presente trabalho o maior aumento da atividade da PPO pode estar relacionada
com a disponibilidade de substrato, uma vez que o teor de fendis totais também aumentou,
segundo equacdo quadratica e foi superior para todos os tratamentos aos 82 D.A.E. (Figura 2)
e 0 maior aumento de substrato ocorreu em plantas tratadas com IBA, que também apresentou
aumento significativo na atividade da enzima PPO aos 82 D.A.E.

As polifefnoloxidases (PPO) apresentam numerosas funcdes fisiologicas e na forma de
maultiplas isoenzimas aniénicas ou catiénicas, atuam sobre diferentes substratos, em reacdes,
tais como: oxidacdo de fendlicos e carotendides, degradacdo de auxinas, de clorofila e de
acido ascorbico, bem como na biossintese de lignina. Portanto, a sua atividade relaciona-se
com modifica¢des nos atributos sensoriais (escurecimento, endurecimento, sabores estranhos)
e no valor nutritivo (perda de atividade vitaminica do &cido ascdrbico) dos produtos

horticolas. Tém funcéo relacionada aos processos de desenvolvimento e de senescéncia dos
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tecidos. Por outro lado, as PPO tem papel importante no desenvolvimento do sabor e cor dos
alimentos, diminuicdo do amargor e adstringéncia. Apresenta-se, geralmente, elevada em
tecidos infectados e tem grande importancia para as plantas, com envolvimento nos
mecanismos de defesa ou na senescéncia (Agrios, 1997).
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Tabela 4. Atividade da enzima polifenoloxidase (AAsgs min'lg'1 M.F.) de plantas de Salvia
officinalis L., submetidas aos tratamentos com reguladores vegetais e bioestimulantes

nas sete épocas de coleta.

D.A.E.
Tratamentos*

40 54 68 82 96 110 124
Controle 176,29 b 210,74 b 310,74 b 322,96 b 304,07 a 285,92 b 140,00 b
IBA 132,22 b 211,11b 320,00 b 408,90 a 334,8la 271,48 b 260,37 b
GA; 197,77 a 214,44 b 367,41 a 370,00 a 333,70 a 299,63 a 219,26 b
BAP 178,52 b 251,85a 300,37 b 325,56 b 267,04 b 247,78 a 178,89 a
Stimulate® 243,33 a 271,85a 320,37 b 411,85a 326,29 a 392,22 a 162,96 a
Promalin® 202,59 a 209,63 b 236,30 ¢ 277,78 ¢ 271,85 b 235,19a 211,85a

Média 188,45 228,27 257,53 352,84 306,29 288,70 195,56

C.V. (%) 10,63

IMédias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott ao nivel de 1%
de probabilidade
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40 54 68 82 96 110 124
Dias ap6s emergéncia (D.A.E)
¢ Controle m IBA  GA3 x BAP x Stimulate® e Promalin®
Tratamentos Modelo ajustado’ R? Ponto Maximo da
Maximo fungdo
Controle Y= -0,0944X% +15,577X - 318,14 0,892 82,51 324,45
IBA Y= -0,0994X? + 17,634X — 422,43 0,862 88,70 359,66
GA; Y= -0,0910X? + 15,437X — 296,57 0,841 84,82 358,11
BAP Y= -0,0739X? +12,024X - 180,79 0,946 81,35 308,30
Stimulate® Y= -0,0945X? + 15,513X — 258,40 0,644 82,08 378,25
Promalin® ¥ =-0,0342X? + 5,9038X — 7,8294 0,784 86,31 262,62

P < 0,001: para todos 0s modelos ajustados
1Y = atbyx+boxP+bax

Figura 4. Atividade da polifenoloxidase (AAsgs min™g™ M.F.) de plantas de Salvia officinalis
L., submetidas aos tratamentos com reguladores vegetais: IBA, GA; e BAP e
bioestimulantes: Stimulate® e Promalin®, em funcdo de sete coletas, realizadas a

intervalos de 14 dias.
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Atividade antioxidante (AAO)

A atividade antioxidante, Tabela e Figura 5 (CEsg), foi determinada em folhas de S.
officinalis sob acdo de diferentes reguladores vegetais e bioestimulantes em sete coletas a
intervalos de 14 dias. Pode-se observar diferenca significativa tanto para tratamento guanto
para época de coleta (P<0,001).

A atividade antioxidade pode ser definida como uma propriedade da célula em
remover radicais livres formados por processos oxidantes. Os agentes oxidantes formam as
ROS (espécies reativas de oxigénio) que sdo moléculas quimicamente reativas derivadas do
oxigénio e existem evidéncias que o acumulo de ROS nos sistemas bioldgicos causa danos
oxidativos para o tecido, afetando a integridade e funcéo das céleulas (Zhao et al., 2005).

Antioxidantes sdo compostos que inibem ou atrasam a oxidacdo de outras moléculas
pela inibicdo da iniciagdo ou propagacdo em cadeia de reacdo de oxidacdo e diversas
moléculas podem ser consideradas antioxidantes, como vitamina C, carotendides, substancias
fendlicas, dentre elas os flavonoides (Tepe et al., 2007).

Desse modo, no presente trabalho a atividade antioxidante encontrada pode ser
atribuida, em parte, aos compostos analisados, como os fendis totais e flavondides, uma vez
gue, diversos autores descrevem as substancias fendlicas como principais agentes
antioxidantes encontrados em S. officinalis. Muitos desses efeitos antioxidantes sdo atribuidos
a presenca do &cido carndsico, carnosol e &cido rosmarinico (Chipault et al., 1955; Cuvelier et
al., 1996)

Como apresentada na Tabela 5, os tratamentos apresentaram maior atividade
antioxidante aos 82 D.A.E. e todos os tratamentos com reguladores vegetais e bioestimulantes

apresentaram aumento significativo em relacéo as plantas controle.

Algumas espécies do género Salvia apresentaram significativa atividade antioxidante
usando o método DPPH, tais como S. landulifolia (CEsy 80 pg mL™), S. officinalis (CEsp 41
ug mL™?), S. sclarea (CEsp 45 pg mL™) e S. triloba (CEsy 50 ug mL™) (Lamaison, 1990).
Malencinc et al. (2000) verificaram em S. reflexa o maior indice, CEsp 106,20 pg mL™. No
presente trabalho o CEsy encontrado diferiu do descrito na literatura, variando nos diferentes
tipos de tratamentos utilizados e, também, nas épocas de coleta. De acordo com Souza et al.
(2007), quanto maior o CEsp, menor é atividade antioxidante.

De maneira geral, houve diferenca significativa, com relagéo ao efeito dos tratamentos
em cada época de coleta. Os resultados revelam que aos 40 D.A.E. todos os tratamentos
apresentaram a menor atividade antioxidante durante o ciclo de desenvolvimento de plantas
de S. officinalis, porém plantas tratadas com Stimulate®, seguidas de IBA, GA; e BAP

apresentaram aumento significativo na atividade antioxidante em relacdo ao controle. J& aos
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54 D.A.E., IBA apresentou 0 maior aumento, seguido de Stimulate® e, por ultimo, o
Promalin®. Aos 68 D.A.E. todos os tratamentos com reguladores vegetais e bioestimulantes
apresentaram incrementos na atividade antioxidante, e plantas tratadas com IBA e Stimulate®
seguidos de GA3z, BAP e Promalin® promoveram os maiores incrementos.

A maior atividade antioxidante foi observada (Tabela 5), em todos os tratamentos, aos
82 D.A.E. Os maiores incrementos no CEsp, ocorreu em plantas tratadas com IBA, GA; e
Promalin®. Aos 96 D.A.E. todos os tratamentos apresentaram perda na capacidade
antioxidante, porém as plantas tratadas com reguladores vegetais e bioestimulantes
apresentaram maior atividade antioxidante que plantas controle. Aos 110 D.A.E. ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos e aos 124 D.A.E. IBA, Stimulate® e Promalin®,
seguido de GA; e por ultimo BAP, apresentaram maior efeito.

As equacBes de regressdo ajustadas para atividade antioxidante ao longo das sete
coletas para cada tratamento (Figura 5), indicam tendéncia de ajuste de equagdes quadraticas
para todos os tratamentos, como observado também no teor de flavondides e fendis totais.
Para todos os tratamentos a maior atividade antioxidante foi observada entre os 82 e 96
D.AE., sugerindo este ser o melhor periodo para obtencdo da capacidade maxima de
atividade antioxidante. Os maiores valores para atividade antioxidante foram observados em
plantas tratadas com IBA (25,64 ug mL™) aos 86 D.A.E., aproximadamente, com Promalin®
(35,48 pg mL™) aos 90 D.A.E. e GA;z (40,89 pg mL™) aos 88 D.A.E. Estes dados sugerem
que o IBA, Promalin® e GA; foram os tratamentos mais efetivos para a atividade
antioxidante.

O aumento da atividade antioxidante promovido ppelo IBA, pode ser estar relacionado
com o efeito que estas substancias apresentaram no aumento no teor de fenais totais (Tabela e
Figura 2). Os tratamentos com GAjz e Promalin®, assim como o IBA, apresentaram 0s
maiores teores de flavondides totais (Tabela e Figura 1).

Em particular, a familia Lamiceae inclui amplo nimero de espécies que apresentam
atividade antioxidante. Dentre elas, Rosmarinus officinalis e Salvia officinalis L. tem sido
amplamente estudadas e muitos de seus componentes antioxidantes ja foram identificados e
estabelecidos que muitos dos efeitos antioxidantes sdo promovidos pelos compostos fendlicos
(Das e Pereira, 1990; Pokorny, 1991; Schwarz e Ternes, 1992).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios que protegem a planta contra
danos oxidativos, infeccdo de patdgenos, entre outros (Dixon et al., 1989). Em S. officinalis
estes compostos tem sido identificados em diversos trabalhos e cita-se, principalemente, o
acido rosamarinico, acido carnosinico, acido salviandlico e seus derivados carnosol,

rosmanol, epirosmanol, rosmadial e metil-carnosatos (Lu e Foo, 2001; Masaki et al., 1995).
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Assim, neste trabalho o maior aumento da atividade antioxidante (CEsp) promovido

em plantas tratadas com IBA, GA3 e Promalin® pode ser atribuida em parte aos compostos

analisados, como os fendis e flavonoides totais, j& que diversos autores descrevem o &cido

rosmarinico (composto fendlico) como o principal agente antioxidante encontrado para S.

officinalis (Santos-Gomes et al., 2002; Tepe et al., 2007). A interacdo entre a atividade

antioxidante de extratos vegetais e teor de fenois tem sido previamente relatada por Maillard e
Berset (1995).
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Tabela 5. Atividade antioxidante (ug.mL™) de plantas de Salvia officinalis L., submetidas aos

tratamentos com reguladores vegetais e bioestimulantes nas sete épocas de coleta.

D.A.E.
Tratamentos®
40 54 68 82 96 110 124
Controle 249,80 d 122,33 d 87,00 c 46,47 b 76,67 b 93,33 a 165,00 d
IBA 178,00 b 78,00 a 4533 a 18,67 a 40,33 a 84,00 a 107,00 a
GA; 203,66 ¢ 115,97 d 74,33 b 27,33 a 50,33 a 90,67 a 115,67 b
BAP 193,67 ¢ 120,33 d 73,00b 37,00b 55,67 a 100,67 a 147,67 ¢
Stimulate® 153,33 a 97,00 b 56,67 a 34,33 b 54,00 a 88,33 a 101,00 a
Promalin® 240,67 d 106,67 ¢ 67,00 b 30,33 a 52,00 a 91,33 a 98,86 a
Média 203,19 106,72 67,22 32,36 54,83 91,39 122,53
C.V. (%) 7.6

TMédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott ao nivel de 1%

de probabilidade
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40 54 68 82 96 110 124
Dias apés emergéncia
¢ Controle m IBA  GA3 < BAP x Stimulate® e Promalin®
Tratamentos Modelo ajustado’ R? Ponto Minimo da
Minimo Fungdo
Controle Y =0,0849X” — 14,740X + 691,65 0,964 86,81 51,87
IBA ¥ =0,0664X% - 11,416X + 516,32 0,932 85,96 25,64
GA; Y =0,0676X> - 11,954X + 569,36 0,958 88,42 40,89
BAP Y= 0,0712X2- 12,178X + 567,81’ 0,984 85,52 47,08
Stimulate® Y =0,0487X? - 8,4435X + 410,02 0,935 86,69 44,04
Promalin® Y =0,0741X? — 13,348X + 636,59 0,911 90,07 35,48

P < 0,001: para todos os modelos ajustados
1Y = athix+boxP+bex®

Figura 5. Atividade antioxidante (CEsy) (ug.mL™Y) de plantas de Salvia officinalis L.,

submetidas aos tratamentos com reguladores vegetais: IBA, GA; e BAP e
bioestimulantes: Stimulate® e Promalin®, em funcdo de sete coletas, realizadas a

intervalos de 14 dias.
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CONCLUSOES

Plantas de Salvia officinalis L. tratadas com reguladores e bioetimulantes vegetais
tiveram o teor de flavondides, fendis totais e atividade antioxidante (CEsp) modificados, sendo
que o IBA promoveu o maior aumento nestas caracteristicas, desde que a planta seja coletada
em média aos 81 D.A.E. Portanto, o IBA foi o tratamento mais efetivo no aumento da
produgdo destes metabdlitos secundario e, consegéntemente, induzido a maior atividade
antioxidante.

A atividade enzimatica foi maior nos tratamentos com GAs e BAP, desde que a planta
seja coletada em média aos 84 D.A.E., para peroxidase e nos tratamentos com IBA, GA;z e

Stimulate®, em média aos 85 D.A.E., para polifenoloxidase.
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3- CONSIDERACOES FINAIS

Os diferentes reguladores vegetais e bioestimulantes utilizados neste trabalho
promoveram aumento no desenvolvimento de plantas de Salvia officinalis L. Os resultados
obtidos mostram a eficiéncia destas substancias no desenvolvimento, principalmente, na
formagdo da parte aérea, rendimento de Oleo essencial, sem perda na qualidade de seus
constituintes quimicos, além de aumento na atividade antioxidante.

O regulador vegetal IBA demosntrou ser 0 melhor tratamento para aumentar a
produtividade de S. officinalis, promovendo aumento no desenvolvimento, teor de OGleo
essencial, fenois totais, flavondides e atividade antioxidante.

Reguladores vegetais e bioestimulantes podem promover variacdes anatdbmicas no
limbo de plantas de Salvia officinalis L. Alguns autores relatam que durante o processo de
desenvolvimento foliar pode ocorrer alteracbes no mesofilo foliar além de alteragdes na
formacado e distribuicdo dos tricomas glandulares. Assim, a presenca de reguladores vegetais e
bioestimulantes pode resultar em alteragcdes morfol6gicas no mesofilo foliar. Portanto, estudos
envolvendo analise da anatomia foliar poderdo corroborar para o conhecimento dessas
possiveis alteracbes em plantas de Salvia officinalis L. submetidas a tratamentos com

diferentes reguladores vegetais e bioestimulantes.
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4- CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo com plantas de Salvia officinalis L. tratadas com
diferentes reguladores vegetais e bioestimulantes, levaram a concluir que:
1- Os reguladores vegetais, IBA e BAP, promoveram maiores incrementos na produtividade
vegetal, principalmente na formag&o da parte aérea;
2— IBA foi o tratamento mais efetivo no aumento da producéo de dleo essencial e a melhor
época de coleta para obtencdo de maior rendimento foi aos 120 D.A.E. para todos os
tratamentos, sem altera¢do nos componentes quimicos do 6leo;
3- O IBA promoveu ainda aumento nos teores de fendis totais e flavondides e, também, na
atividade antioxidante, aos 81 D.A.E. e
4- A atividade enzimatica foi maior aos 84 D.A.E. em plantas tratadas com GA; e BAP para

peroxidase e IBA, GA; e Stimulate® promoveram maior atividade da polifenoloxidase.
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