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Crescimento e producio de pigmentos fotossintéticos em Achillea millefolium L.
cultivada sob diferentes niveis de sombreamento e doses de nitrogénio

Growth and production of photosynthetic pigments in Achillea millefolium L. grown under
different levels of shading and nitrogen

Milene Concei¢iio Lima' Luciano do Amarante” Marcio Paim Mariot™ Rosana Serpa™

RESUMO

A espécie Achillea millefolium L., conhecida como
mil-folhas, é uma planta herbdcea, rizomatosa e perene. Sua
importdncia medicinal deve-se as suas atividades
antibacterianas, antiinflamatorias, antitumorais, analgésicas
e antioxidantes. O efeito da disponibilidade de luz e do
nitrogénio sobre o crescimento e produgdo dessa espécie é
pouco conhecido. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
resposta de A. millefolium L., cultivada sob diferentes niveis de
sombreamento e doses de nitrogénio, quanto ao crescimento e
a produgdo de pigmentos fotossintéticos. As plantas foram
cultivadas sob trés doses de nitrogénio (0, 75 e 150kg uréia ha')
e submetidas a dois niveis de sombreamento 0% (luz plena) e
75% (sombrite 75%). Adotou-se o delineamento experimental
de blocos casualizados com quatro repeti¢oes em um fatorial
3x2 (doses de nitrogénio x niveis de sombreamento). O
sombreamento influenciou a maioria dos caracteres avaliados,
causando uma redugdo significativa no acumulo de massa
seca da parte aérea (caule + folha + flor), caule, folhas e flores
e aumento nos teores de clorofila a, b, total e carotendides. Os
resultados sugerem que a espécie A. millefolium L. possui
adaptagdo a baixa intensidade luminosa, devido as alteragoes
nas caracteristicas foliares, relacionadas aos teores de
pigmentos fotossintéticos.
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ABSTRACT

Achillea millefolium L., known as yarrow, is an
herbaceous, rhizomatous and perennial plant. Its medicinal
importance is attributed to antibacterial, anti-inflammatory,

antitumoral, analgesical and antioxidant activities. The effect
of light availability and nitrogen on growth and production of
this species is little known. The objective of this study was to
evaluate the growth and production of photosynthetic pigments
in A. millefolium L. grown under different levels of shading
and nitrogen levels. Plants were cultivated under three nitrogen
levels (0, 75 and 150kg urea ha™) and subjected to two levels of
shading 0% (full light) and 75% (75% black). The experimental
design was delineated in randomized blocks with four replicates
in a factorial 3 x 2 (nitrogen levels x levels of shading). The
shading influenced most parameters evaluated, causing a
significant reduction in dry mass accumulation of shoot (stem
+ leave + flower), stem, leaves and flowers and increase in
levels of chlorophyll a, b, total and carotenoids. Results suggest
that Achillea millefolium L. has adaptated to low light intensity,
due to changes in leaf traits related to photosynthetic pigments
content.
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INTRODUCAO

A espécie medicinal Achillea millefolium
L. (mil-folhas), pertencente a familia Asteraceae, ¢ uma
planta herbacea, perene, rizomatosa, de 30-50cm de
altura, possuindo folhas compostas e flores dimorfas,
reunidas em capitulos densamente corimbosos
(CHANDLER etal., 1982). E de clima temperado quente
a subtropical, tolerando condigdes climaticas extremas
como o sol, geada, seca, frio e ndo se adapta a regides
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com excesso de precipitacdes. A multiplicacdo se da
por estacas e por divisdo da touceira, o que garante um
desenvolvimento homogéneo (CORREA JR etal., 1994).

A. millefolium L. ¢ nativa da Europa,
América do Norte, Sul da Austrdlia e Asia e suas
propriedades medicinais sdo atribuidas a atividade
antibacteriana, antioxidante, antiinflamatoria,
antitumoral, dentre outras, estudadas a partir de 6leo
essencial e extratos obtidos de flores, folhas e raizes
(CHANDLER etal., 1982; CORREA JR etal., 1994).

Ao se considerar o cultivo de plantas
medicinais, faz-se necessario associar a produgdo de
biomassa a qualidade da planta, enquanto matéria-
prima, para a fabricagao de medicamentos fitoterapicos.
Nesse sentido, ¢ preciso almejar uma produtividade
otima, ndo s6 de biomassa, mas nos teores de principios
ativos (REIS et al., 2003), o que pode ser corroborado
por meio do estudo da interferéncia de fatores que
influenciam esses caracteres, como a disponibilidade
de nutrientes e a intensidade luminosa. Entre os
nutrientes, o nitrogénio merece destaque pela grande
influéncia na produgdo de biomassa nas plantas.

A adubag@o nitrogenada ¢ utilizada quando
o solo apresenta baixa capacidade em fornecer a
quantidade de nitrogénio exigida pela cultura. No
entanto, somente uma parte do nitrogénio
suplementado através da adubacdo ¢ utilizada pela
planta. A eficiéncia da adubacdo depende de
caracteristicas da planta, como taxa de absor¢do e
eficiéncia de utilizagdo do nutriente (WAMSER &
MUNDSTOCK, 2007). Essa eficiéncia quanto a resposta
das plantas ao nitrogénio ¢ influenciada também pelos
fatores ambientais, como a luminosidade.

A luz ¢ primordial para o crescimento das
plantas, ndo s6 por fornecer energia para a fotossintese,
mas também por gerar sinais que regulam seu
desenvolvimento. Dessa forma, modificagcdes nos
niveis de luminosidade, aos quais uma espécie esta
adaptada, podem condicionar diferentes respostas
fisiologicas em suas caracteristicas bioquimicas,
anatomicas e de crescimento (ATROCH et al., 2001) e,
entre essas, destaca-se a assimilagdo do nitrogénio. O
suprimento adequado de nitrogénio estimula o
crescimento foliar, por aumentar a divisdo celular, ¢ a
fotossintese, devido a maior quantidade de
componentes das reacdes fotoquimicas e daqueles
responsaveis pela assimilagdo de CO, (LAWLOR,
2002).

Estudos com espécies medicinais tém
evidenciado plasticidade fisioldégica em funcdo das
condi¢des ambientais (LETCHANO & GOSSELIN,
1996). Os fatores fotoperiodo, temperatura e intensidade
luminosa podem determinar nas espécies a época ideal

de colheita e o local de cultivo em que se podera se
obter maiores quantidades do principio ativo.

Para inferir a contribuicdo de diferentes
processos fisiolégicos nos vegetais, a analise de
crescimento ainda ¢ o meio mais simples e preciso,
sendo util no estudo de variagdes entre plantas sob
diferentes condi¢des de luminosidade. Como as
alteragdes na disponibilidade de radia¢ao solar em um
ambiente podem influenciar também a quantidade de
clorofila total, assim como a fragao de clorofila a em
relagdo a clorofilab (WHATLEY & WHATLEY, 1982),
¢ importante a determinag@o dos teores de pigmentos
fotossintéticos quando se quer fazer inferéncia a agio
da luminosidade sobre caracteres fisiologicos em
plantas.

Ainda sdo incipientes as informagdes sobre
a influéncia da disponibilidade de luz e do nitrogénio
sobre o crescimento e produgdo de plantas medicinais.
A compreensdo das respostas das plantas a esses
fatores pode contribuir para a adequagdo de condi¢des
de cultivo que proporcionem elevada producao de
fitomassa, destinada a extra¢do de principios bioativos.

Com base nesses fatores, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a resposta de A. millefolium L.,
cultivada sob diferentes niveis de sombreamento e
doses de nitrogénio, quanto ao crescimento e a
producdo de pigmentos fotossintéticos.

MATERIAL E METODOS

A espécie foi identificada taxonomicamente
pela Profa. Dra. Maria A. Décio da Costa, da
Universidade Catolica de Pelotas e as exsicatas foram
catalogadas no herbario PEL, do Departamento de
Botanica da Universidade Federal de Pelotas, sob o
numero 24.600.

O cultivo de Achillea millefolium L. (mil-
folhas) e a condugao dos experimentos foram realizados
nas areas experimentais do Conjunto Agrotécnico
Visconde da Graga- CAVG, IF Sul rio-grandense, Pelotas,
RS. As mudas, obtidas por divis@o de touceiras, foram
cultivadas em estufa e, entdo, transferidas para a area
experimental. A propagacao foi realizada a partir de uma
planta matriz, o que possibilita identificar melhor os
efeitos das alteragdes do ambiente promovidas pelos
tratamentos, descartando-se os efeitos genéticos. As
mudas obtidas, quando atingiram quatro meses de
idade, foram transferidas para o campo experimental e
irrigadas através de um sistema de gotejamento.

O solo onde o experimento foi instalado ¢
classificado como planossolo, que se caracteriza por
apresentar um horizonte B textural e condi¢des de
encharcamento, pela dificuldade de drenagem natural
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(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CIENCIA DO SOLO,
2004). Os teores de fosforo e potdssio do solo foram
corrigidos com superfosfato triplo e cloreto de potassio
na propor¢do de 35kg ha'! e 15kg ha'!, respectivamente,
tendo como base as necessidades nutricionais da
espécie medicinal Calendula officinalis L, a qual
pertence a mesma familia de mil-folhas. Esse
procedimento foi adotado devido a inexisténcia de
recomendacdo de adubagao para Achillea millefolium L..

As plantas foram cultivadas sob trés doses
de nitrogénio (0, 75 e 150kg uréia ha!) durante cinco
meses. Ao atingirem o estadio de desenvolvimento
reprodutivo, caracterizado pela floragdo plena, foram
submetidas a dois niveis de sombreamento: 0% (luz
plena) e 75% (sombrite 75%), tendo permanecido
sombreadas por oito semanas, quando entdo foi
realizada a primeira coleta. O sombrite foi retirado e
realizou-se uma nova adubag¢do nitrogenada de
cobertura, dividida em trés etapas e nas mesmas
quantidades empregadas na primeira adubagdo. Apos
quatro meses de crescimento, em pleno
desenvolvimento do estadio vegetativo, caracterizado
por touceira, as plantas foram novamente sombreadas
e permaneceram nessa condi¢ao por oito semanas. Foi
realizada entdo a segunda coleta, quando as plantas
ainda se encontravam em estadio vegetativo.

Os experimentos foram conduzidos sob um
delineamento experimental em blocos inteiramente
casualizados, em um fatorial 3x2 (doses de nitrogénio e
niveis de sombreamento), com quatro repeticdes e a
unidade experimental consistiu de dez plantas.

O crescimento das plantas foi determinado
pelo acumulo de massa seca dos caules, folhas, flores
e parte aérea (caule + folha + flor, para plantas no estadio
reprodutivo e, caule + folha, para as plantas no estadio
vegetativo) e os resultados expressos em g planta’.
As plantas foram submetidas a pré-secagem, em
temperatura ambiente, e apds foram secas em estufa de
circulagdo de ar a 35°C até atingirem peso constante. O
material desidratado foi armazenado em sacos de papel
pardo para posterior pesagem, em balanca semi-
analitica.

A extragdo e quantificagcdo dos pigmentos
fotossintetizantes foram realizadas com base em
WELLBURN (1994). Foram coletadas, ao acaso, trés
folhas jovens expandidas de cada parcela e
acondicionadas em banho de gelo, em caixa de isopor.
As folhas foram cortadas em pequenos segmentos,
desprezando-se a nervura central. Para cada extragdo,
foi utilizado 0,06g de amostra em tubos, contendo 7mL
de dimetilsulféxido (DMSO) neutralizado com
carbonato de calcio 5% (m/v). Os tubos foram
incubados em banho-maria a 65°C por 1h e, apos,

resfriados no escuro até atingirem temperatura
ambiente. Ap6s, foram realizadas as leituras de
absorbancias dos extratos em espectrofotdmetro, a
665nm, 649nm e 480nm. A partir das leituras
espectrofotométricas, foram calculados os teores de
clorofila a, b, total e carotendides, segundo equacdes
especificas para cada pigmento (WELLBURN, 1994), e
os resultados foram expressos em mg g"' MF.

Os dados resultantes das coletas realizadas
nos estadios de desenvolvimento reprodutivo e
vegetativo foram submetidos a analise de variancia e
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, em
nivel de 5% de probabilidade de erro. A analise
estatistica foi realizada com o programa estatistico SAS
(SAS System, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis de sombreamento influenciaram
significativamente o acimulo de massa seca em ambos
os estadios de desenvolvimento de Achillea
millefolium L., ndo ocorrendo interagdo entre esse fator
e as concentragdes de nitrogénio para as caracteristicas
de crescimento, com excegdo de massa seca de folhas
no estadio reprodutivo.

O sombreamento reduziu o acimulo de
massa seca da parte aérea, caule ¢ flores, quando
aplicado no estadio reprodutivo, e da parte aérea, caule
e folhas, no estadio vegetativo (Tabela 1). Resultado
semelhante foi obtido em A. millefolium ‘Red Velvet’,
em que foi observado o maior acimulo de massa seca
da parte aérea a luz plena, quando comparada a
condigdo de 50% de sombreamento (FAUSEY et al.,
2005). Os resultados mostram que o crescimento de
mil-folhas ¢ favorecido sob luz plena, embora suporte
um sombreamento parcial, com baixo comprometimento
da produgdo de biomassa.

As concentragdes de nitrogénio
influenciaram o acimulo de massa seca da parte aérea
das plantas em fungio do estadio de desenvolvimento.
Quando o sombreamento foi realizado no estadio
reprodutivo, o acimulo de massa seca da parte aérea,
caule e flores ndo foi influenciado pelas concentragdes
de nitrogénio. Por outro lado, a concentragao de 75kg
uréia ha'!' induziu um aumento de massa seca da parte
aérea das plantas no estadio vegetativo (Tabela 1). Os
resultados sugerem que a concentragido 75kg uréia ha’!,
sob as condi¢des em que o experimento foi conduzido,
foi suficiente para estimular o acimulo de fitomassa e,
possivelmente, a utilizagdo dessa concentragdo ou
proxima dessa, pode contribuir no crescimento das
plantas de Achillea millefolium L.
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Tabela 1 - Massa seca da parte aérea, caule, folhas e flores de Achillea millefolium L. no estadio de desenvolvimento reprodutivo e
vegetativo, cultivada sob diferentes concentra¢des de nitrogénio e submetida a niveis de sombreamento.

Tratamentos

Estadio reprodutivo

Niveis de sombreamento

Concentragio de nitrogénio (kg uréia ha™)

Massa seca (g planta™) Sombrite 75% Luz plena 0 75 150
Parte aérea 125,6 b* 247,6 a 209,1 a 175,5a 1752 a
Caule 75,8b 1219 a 111,8a 86,0 a 98,7 a
Flores 8,8b 384a 26,1a 229a 219a
Estadio vegetativo

Massa seca (g planta™)

Parte aérea 98,0 b 1954 a 131,6 b 1634 a 145,2 ab
Caule 293b 36,5a 30,1a 34,1a 345a
Folhas 71,3b 1589 a 101,5a 1292 a 114,6 a

(*)Médias ndo seguidas da mesma letra na linha diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A massa seca das folhas da planta no
estadio reprodutivo foi influenciada pela interagdo
entre os fatores principais, doses de nitrogénio e niveis
de sombreamento. As plantas sob luz plena
apresentaram actimulo significativo de massa seca das
folhas nas concentragdes 75 e 150kg uréia ha', em
relacdo as plantas sombreadas. Sob auséncia da
adubacdo nitrogenada, o sombreamento nao
influenciou essa variavel (Tabela 2). Os resultados
sugerem que a deficiéncia da radiagdo solar incidente
nas plantas sombreadas restringiu a formagdo de
equivalentes redutores e aglicares necessarios a
assimilagdo do N fornecido como wuréia,
impossibilitando o efeito benéfico da adubacdo
nitrogenada sobre o acumulo de massa seca de folhas.
Segundo FOYER etal. (2001), o papel do N na produgéo
vegetal esta diretamente ligado a fotossintese, uma vez
que, nesse processo, a “energia fisica” dos fotons é
convertida em “energia quimica” do ATP e
intermediarios reduzidos, principalmente NADPH,

utilizados na sintese de assimilados de carbono e
nitrogénio, particularmente carboidratos e aminoacidos,
essenciais ao crescimento da planta.

Em relagdo aos teores foliares de pigmentos
fotossintéticos, razdo clorofila a/b e clorofila total/
carotendides, ndo houve interagdo entre os fatores
niveis de sombreamento e doses de nitrogénio. Os
teores de clorofila a, b e total, foram influenciados pelos
niveis de sombreamento em ambos os estadios de
desenvolvimento da planta. Ja o teor de carotenoides
foi afetado por esse fator no estadio reprodutivo ¢ a
razdo clorofila a/b e a clorofila total/carotendides no
vegetativo. As concentracdes de nitrogénio
influenciaram também, a razdo clorofila total/

carotendides, em ambos os estadios de
desenvolvimento da planta.
A deficiéncia de luz estimulou

significativamente os teores de clorofila a, b, total em
ambos os estadios de desenvolvimento e o teor de
carotendides no estadio reprodutivo. No estadio

Tabela 2 - Massa seca de folhas de Achillea millefolium L. no estadio de desenvolvimento reprodutivo, cultivada sob diferentes
concentragdes de nitrogénio e submetida a niveis de sombreamento.

Niveis de sombreamento

Concentrago de nitrogénio (Kg uréia ha™)

Massa seca de folhas (g planta™)

0 75 150
Sombrite 75% 40,2 Aa* 25,1 Bb 28,3 ABb
Luz plena 57,8 Aa 74,2 Aa 56,8 Aa

(*)Médias ndo seguidas de mesma letra maitiscula na linha e letra mintiscula na coluna diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Tukey.
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vegetativo, o sombreamento causou um aumento
significativo na razdo clorofila total/carotenoides e
reduc¢do narazao clorofila a/b (Tabela 3).

Teores mais elevados de clorofila a e total
em folhas de Croton urucurana Baill. submetidos a 50
e 70% de sombreamento foram verificados por
ALVARENGA et al. (2003), concordando com os
resultados obtidos neste trabalho, que mostra uma
maior concentragdo de clorofilas em folhas de plantas
sombreadas, em relacdo as crescidas sob pleno sol.
Essa resposta ¢ esperada como uma adaptagdo, que
permite um aumento na capacidade de absorgado de luz
de diferentes comprimentos de onda nos picos da
fotossintese (HE et al., 1996).

A tendéncia de redu¢io na razdo da clorofila
a/b, a medida que se reduz a intensidade luminosa,
deve-se a maior proporg¢ao de clorofila b em ambientes
sombreados, o que estd associado ao fato da sua
degradacdo ser mais lenta do que a clorofila a (ENGEL
& POGGIANI, 1991). O aumento da proporgéo relativa
de clorofila b € uma resposta adaptativa importante da
planta a baixa luminosidade, pois esse pigmento capta
energia de outros comprimentos de onda e a transfere
para a clorofila a, que efetivamente atua nas reagoes
fotoquimicas da fotossintese, tornando a captagdo de
luz mais eficiente em condi¢cdes ambientais de baixa
intensidade luminosa.

A fertilizacdo nitrogenada ndo influenciou
os teores de clorofila a, b, total, razdo clorofila a/b e

teores de carotendides em Achillea millefolium L.,
tendo apresentado efeito somente sobre a razao clorofila
total/carotendides em ambos os estadios de
desenvolvimento (Tabela 3).

O teor foliar de clorofila esta frequentemente
associado ao conteudo de nitrogénio da planta (YODER
& PETTIGREW-CROSBY, 1995). Os resultados sugerem
que o nitrogénio absorvido possivelmente foi
direcionado a sintese de outras moléculas, indicando
que a quantidade disponivel no solo, o que
corresponde ao tratamento controle, foi suficiente a
producdo de clorofilas em concentragdo compativel as
necessidades metabolicas impostas por maiores doses
de nitrogénio.

CONCLUSAO

A intensidade de luz influencia o
crescimento e a producao de pigmentos fotossintéticos
em mil-folhas (Achillea millefolium 1.), enquanto que
as doses nitrogenadas fornecidas apresentam um
menor efeito sobre essas caracteristicas. O
sombreamento reduz o acimulo de massa seca da parte
aérea, caule, folhas e flores e estimula a sintese de
clorofila a, b, total e carotendides.

A espécie medicinal A. millefolium L.
possui adaptacgdo a baixa intensidade luminosa, devido
a maior sintese de pigmentos fotossintéticos, tanto nos

Tabela 3 - Teores de clorofila a, b, total, razdo clorofila a/b, teores de carotendides e razdo clorofila total/carotenoides em Achillea
millefolium L. no estadio de desenvolvimento reprodutivo e vegetativo, cultivada sob diferentes concentragdes de nitrogénio e

submetida a niveis de sombreamento.

Tratamentos

Estadio reprodutivo

Niveis de sombreamento

Concentracio de nitrogénio (kg uréia ha™)

Teor de pigmento (mg g MF) Sombrite 75%

Clorofila a 1,3 a*
Clorofila b 04a
Clorofila total 1,6 a
Razio clorofila a/b 2,8a
Carotenoides 0,3a
Razao clorofila total/carotendides 6,4a

Estadio vegetativo
Teor de pigmento (mg g"' MF)

Clorofila a 1,5 a*
Clorofila b 0,6a
Clorofila total 2,1a
Razio clorofila a/b 2,7b
Carotenoides 0,3a
Razio clorofila total/carotendides 7,6a

Luz plena 0 75 150
1,0b I,1a 1,1a 1,2a
0,3b 04a 0,4a 0,4a
1,lb 1,3a 1,5a 14a
3,0a 2.8a 3,0a 3,0a
02b 0,2a 0,2a 0,2a
6,5a 6,9a 6,2b 6,3 ab
1,3b 1,4a 14a 14a
0,4b 0,5a 0,5a 0,5a
1,7b 19a 1,9a 1,9a
3,0a 2,7a 29a 29a
03a 03a 03a 03a
6,4b 73 a 6,7b 7,1 ab

(*)Médias ndo seguidas da mesma letra na linha diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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estadios de desenvolvimento vegetativo quanto
reprodutivo.
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