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SINTESE DE METABOLITOS ESPECIAIS EM Salvia officinalis UTILIZANDO
DIFERENTES ELICITORES

Autora: Gisele Chagas Moreira

Orientador: Fabio de Souza Dias

RESUMO - A produgdo dos metabdlitos especiais em plantas medicinais e aromaticas
depende de fatores genéticos, como a espécie estudada, estadio de desenvolvimento e
fatores ambientais, como temperatura, interagdo microrganismo-planta. Devido a
importancia que os compostos bioativos possuem e sabendo-se que as condigbes de
cultivo interferem na quantidade e composi¢ao dos extratos vegetais, cientistas buscam por
técnicas de manejo que aumentem a concentragdo dos metabdlitos especiais. Entre as
técnicas estudadas, a inoculagdo com microrganismos benéficos, como o Trichoderma spp.,
€ capaz de ativar o sistema de defesa vegetal, aumentando a concentragdo de compostos
bioativos, além de favorecer a germinagao de sementes, o crescimento e desenvolvimento
vegetal e controlar patégenos. O mecanismo de acgdo varia entre as cepas estudadas e é
possivel que o Trichoderma spp. induza a planta produzir fitohorménios envolvidos na
defesa vegetal. Outra técnica com resultados promissores € a aplicacdo de reguladores
vegetais, substéncias que sdo analogas aos fitohorménios produzidos pelas plantas,
interferindo em processos fisiolégicos como divisdo celular, crescimento, floragdo. Assim
como o Trichoderma spp., 0os reguladores vegetais podem ativar genes relacionados ao
sistema de defesa vegetal, atuando como elicitores. Plantas de Salvia officinalis sao
cultivadas mundialmente para producao de 6leo essencial que podem ser utilizados no
controle de pragas e doengas, como matéria-prima na producao de farmacos, cosméticos
e alimentos, devido as suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Além do éleo
essencial, o extrato da Salvia officinalis é fonte de importantes metabdlitos especiais, como
os compostos fendlicos. O objetivo deste trabalho foi revisar a produgdo dos metabdlitos
especiais em Salvia officinalis e avaliar o crescimento vegetal e sintese de compostos

fendlicos e flavonoides utilizando diferentes reguladores vegetais e isolados de Trichoderma
spp.

Palavras-chave: Reguladores vegetais; Trichoderma spp.; compostos bioativos.



SYNTHESIS OF SPECIALS METABOLITES IN Salvia officinalis USING DIFFERENT
ELICITORS
Author: Gisele Chagas Moreira

Advisor: Fabio de Souza Dias

ABSTRACT - The production of special metabolites in medicinal and aromatic plants
depends on genetic factors, such as the species studied, developmental stage and
environmental factors, such as temperature, microorganism-plant interaction. Due to the
importance of bioactive compounds and knowing that the cultivation conditions interfere with
the amount and composition of plant extracts, scientists are looking for management
techniques that increase the concentration of special metabolites. Among the techniques
studied, inoculation with beneficial microorganisms, such as Trichoderma spp., is capable
of activating the plant defense system, increasing the concentration of bioactive compounds,
in addition to favoring seed germination, plant growth and development and controlling
pathogens. The mechanism of action varies among the strains studied and it is possible that
Trichoderma spp. induce the plant to produce phytohormones involved in plant defense.
Another technique with promising results is the application of plant regulators, substances
that are analogous to phytohormones produced by plants, interfering with physiological
processes such as cell division, growth, flowering. Like Trichoderma spp., plant regulators
can activate genes related to the plant defense system, acting as elicitors. Salvia officinalis
plants are cultivated worldwide for the production of essential oil that can be used to control
pests and diseases, as a raw material in the production of drugs, cosmetics and food, due
to its antioxidant and antimicrobial properties. In addition to the essential oil, Salvia officinalis
extract is a source of important secondary metabolites, such as phenolic compounds. The
objective of this work was to review the production of special metabolites in Salvia officinalis
and to evaluate plant growth and synthesis of phenolic and flavonoid compounds using

different plant regulators and Trichoderma spp.

Keywords: plant regulators; Trichoderma spp.; bioactives compounds.



INTRODUGCAO

Atualmente, as plantas medicinais sao utilizadas por 80% da populagao rural dos
paises em desenvolvimento como tratamento e prevengdo de doengcas e 25% dos
medicamentos disponiveis possui alguma substéncia de origem vegetal (MIJALLI et al.,
2022). Plantas do género Salvia sdo amplamente utilizadas ndo s6 na industria
farmacéutica, como cosmética, alimenticia e agroindustria, por serem fontes de fitoquimicos
como os terpenos e flavonoides (CVETKOVIKJ et al., 2013).

A Salvia officinalis € a espécie mais cultivada do género e o seu cultivo é voltado
principalmente para producédo de 6leo essencial (FARHAT et al., 2016). O dleo essencial da
Salvia officinalis é fonte de terpenos como canfora, tujona, cariofileno e diferentes estudos
atribuem ao 6leo essencial atividade antioxidante, antibacteriana, antiurease e antidiabética
(EIDI e EIDI, 2009; FARHAT et al., 2016; HASSAN et al., 2019; MIJALLI et al., 2022). O
Oleo essencial possui, em menor concentragdo, outros metabdlitos especiais como os
compostos fendlicos e taninos (KHIYA et al., 2019). Os compostos fendlicos sdo um dos
principais agentes responsaveis pela agcado anti-inflamatéria e antioxidante das plantas e
estao presentes no 6leo essencial e extrato da Salvia officinalis e, assim como os terpenos,
os compostos fendlicos derivam do metabolismo secundario da planta (PEREZ et al., 2016).
Fatores como espécie estudada, idade da planta, temperatura, produtos quimicos, infeccao
por microrganismos interferem no rendimento e composicdo dos metabdlitos especiais
(SIRIN, ERTURK e KASANKAYA, 2022).

O uso de elicitores € uma estratégia utilizada por pesquisadores, uma vez que séo
capazes de induzir a producao de metabdlitos especiais nas plantas (SHARMA et al., 2022).
Reguladores vegetais, enzimas, proteinas extracelulares encontradas em microrganismos
podem atuar como elicitores, pois as plantas s&o capazes de reconhecer algumas
substancias e, por meio de uma sequéncia de sinais bioquimicos, ativar genes envolvidos
na resisténcia sistémica adquirida e resisténcia sistémica induzida (PINTO et al., 2011;
SHARMA et al., 2022).

Fungos do género Trichoderma spp. sdo microrganismos benéficos e, quando
inoculados nas plantas, podem atuar na supressao de patdgenos, crescimento vegetal,
mitigar os efeitos causados por condicbes ambientais de estresse e aumentar a
disponibilidade de nutrientes para as plantas (CONTE et al., 2022; SIRIN, ERTURK e

KASANKAYA, 2022). O micélio, metabdlitos especiais, hormdnios, enzimas produzidos



pelas cepas de Trichoderma spp. podem ativar o sistema de defesa vegetal. A resposta a
inoculagdo depende de muitos fatores como cepa e espécie vegetal estudada,
disponibilidade de agua e nutrientes, temperatura, interagdo com outros microrganismos.

Os reguladores vegetais sado substancias organicas produzidos pelas plantas ou de
origem sintética, que alteram o crescimento e desenvolvimento vegetal e podem induzir ao
aumento na produgao dos metabdlitos especiais (ROSTAMI e AZHDARPOOR, 2019). A
aplicagao de reguladores vegetais aumentaram significativamente a sintese de compostos
fendlicos em Salvia officinalis e Ocimum basilicum (MOREIRA et al.,, 2021; KOCA e
KARAMAN, 2015).

O objetivo deste trabalho foi revisar a produg¢ao dos metabdlitos especiais em Salvia
officinalis e avaliar o crescimento vegetal e sintese de compostos fendlicos e flavonoides

utilizando diferentes reguladores vegetais e isolados de Trichoderma spp.



CAPITULO 1

Atividade biolégica e composigao quimica do éleo essencial e
extrato encontrados na Salvia officinalis: revisao

Artigo a ser ajustado e submetido ao Comité Editorial do periodo cientifico Industrial Crops em
versdo na lingua inglesa
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Atividade biolégica e composigao quimica do 6leo essencial e compostos fendlicos

encontrados na Salvia officinalis: revisao

Resumo - Os metabdlitos especiais sdo substancias produzidas pelas plantas medicinais
e aromaticas que atuam como mecanismo de defesa vegetal, mas ndo sdo essenciais para
o crescimento e desenvolvimento da planta. A Salvia officinalis € uma das espécies
medicinais mais cultivadas da familia Lamiaceae e € fonte de terpenos e compostos
fendlicos. Os terpenos sdo derivados do isopreno, uma estrutura de 5 carbonos, e
atualmente mais de 35 mil substancias foram identificadas. Os compostos fendlicos sao
substancias que se caracterizam por possuirem, pelo menos, um anel aromatico ligado a
uma ou mais hidroxilas e podem ocorrer de forma simples ou conjugadas com proteinas,
carboidratos, terpenos. A sintese de metabdlitos especiais nas plantas depende de fatores
genéticos e ambientais, por isso podem ser observados na literatura diferencas sobre a
composi¢ao quimica do 6leo essencial e extratos vegetais. A atividade biolégica dos 6leos
essenciais ou extratos de uma planta depende da quantidade e composicao dos
metabdlitos especiais encontrados, além da interacdo das substancias entre si e com o
meio. O objetivo deste trabalho é revisar a literatura sobre a composi¢ao quimica e atividade
bioldgica do 6leo essencial e extrato de Salvia officinalis. Estudos realizados com a Salvia
officinalis  atribuem  atividade  antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
anticancerigena, além de evidéncias que o extrato exerce efeito antidiabético, cognitivo e
de melhoria de memdria. Devido as diferentes propriedades farmacoldgicas atribuidas a
Salvia officinalis, esta planta pode ser utilizada como matéria-prima na industria
farmacéutica, alimenticia, cosmética e agroindustria. O extrato ou O6leo essencial
produzidos pela Salvia officinalis podem ser eficientes para controlar pragas e doengas de
outras culturas economicamente importantes, contribuindo para reducdo de defensivos
quimicos prejudiciais ao ambiente e a saude humana. Por isso, mais estudos devem ser
realizados, principalmente in vivo, visando a producdo de farmacos e biopesticidas
utilizando a Salvia officinalis como matéria-prima, pois para os testes in vitro a atividade

biolégica da planta ja esta bem documentada na literatura.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais; extrato vegetal; fitoquimicos.
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Biological activity and chemical composition of essential oil and phenolic

compounds found in Salvia officinalis: review

Abstract — Special metabolites are substances produced by medicinal and aromatic plants
that act as a plant defense mechanism, but are not essential for plant growth and
development. Salvia officinalis is one of the most cultivated medicinal species of the
Lamiaceae family and is a source of terpenes and phenolic compounds. Terpenes are
derived from isoprene, a 5-carbon structure, and currently over 35,000 substances have
been identified. Phenolic compounds are substances that are characterized by having at
least one aromatic ring linked to one or more hydroxyl groups and can occur simply or
conjugated to proteins, carbohydrates, terpenes. The synthesis of special metabolites in
plants depends on genetic and environmental factors, so differences in the chemical
composition of essential oil and plant extracts can be observed in the literature. The
biological activity of essential oils or extracts from a plant depends on the amount and
composition of the special metabolites found, in addition to the interaction of substances
with each other and with the environment. The objective of this work is to review the literature
on the chemical composition and biological activity of essential oil and extract of Salvia
officinalis. Studies carried out with Salvia officinalis attribute antioxidant, antimicrobial, anti-
inflammatory, anticancer activity, in addition to evidence that the extract has an antidiabetic,
cognitive and memory-enhancing effect. Due to the different pharmacological properties
attributed to Salvia officinalis, this plant can be used as a raw material in the pharmaceutical,
food, cosmetics and agro-industry. The extract or essential oil produced by Salvia officinalis
can be efficient to control pests and diseases of other economically important crops,
contributing to the reduction of chemical pesticides that are harmful to the environment and
human health. Therefore, more studies should be carried out, mainly in vivo, aiming at the
production of drugs and biopesticides using Salvia officinalis as raw material, since for in

vitro tests the biological activity of the plant is already well documented in the literature.

Keywords: medicinal plants; plant extract; phytochemicals.
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INTRODUGCAO

O uso de plantas medicinais e aromaticas € uma pratica antiga no tratamento ou
prevencao de doencgas e, muitas vezes, € o unico recurso terapéutico disponivel. Estudar a
composi¢cado quimica e a atividade biologica destas plantas € necessario para garantir a
seguranga de quem ja utiliza as plantas medicinais e ampliar as possibilidades de produgao
de novos farmacos (MACIEL et al., 2002; SYTAR et al., 2016; YESIL et al., 2020). Estima-
se que, aproximadamente, 25% dos medicamentos disponiveis no mercado contém, pelo
menos, uma substancia de origem vegetal (BARDAKCI et al., 2019). Além de serem
utilizadas pela industria farmacéutica, as plantas medicinais podem ser utilizadas na
fabricagdo de cosmeéticos, alimentos e biopesticidas, devido a presenca dos metabdlitos
especiais (KHIYA et al., 2019).

Os metabdlitos especiais sao importantes mecanismos de defesa das plantas contra
microrganismos patogénicos e insetos, como também podem atrair polinizadores,
favorecendo a dispersdo de sementes e polen (BAKKALI et al., 2008). Para a espécie
humana, os metabdlitos especiais podem ser utilizados no tratamento de diversas doencgas
por possuirem atividade antioxidante, antimicrobiana, quimiopreventiva e anti-inflamatoria
(BARDAKCI et al., 2019). Devido a estas propriedades, os metabdlitos especiais podem ser
uma alternativa ambientalmente aceitavel para substituir os insumos quimicos utilizados na
agricultura para controle de doengas (KHIYA et al., 2019).

Plantas da familia Lamiaceae sao utilizadas na medicina popular por serem ricas em
diversos metabdlitos, entre elas as plantas do género Salvia, que possui, aproximadamente,
1000 espécies e sdao amplamente utilizadas na alimentagao, industria farmacéutica,
perfumaria e ornamentagao (CVETKOVIKJ et al., 2013; ROBY et al., 2013; SYTAR et al.,
2016; GHORBANI e ESMAEILIZADEH, 2017; HASSAN et al., 2019).

Diferentes extratos de espécies do género Salvia sao ricos em compostos fendlicos
e podem ser utilizados como fonte de antioxidantes naturais, especialmente a Salvia
officinalis, que consiste em uma das espécies mais tradicionalmente cultivadas do género
(FARHAT et al., 2013).

A Salvia officinalis é considerada como um alimento funcional e, também é utilizada
no preparo de remédios caseiros para o tratamento de bronquite, tosse, asma, disturbio
digestivo, depressao e outras doengas (HASSAN et al., 2019; LI et al., 2019; MOHAMED e
MUSTAFA, 2019). Baseado na Food and Drug Administration (FDA) esta espécie é segura

para o uso como especiaria (EL EUCH et al., 2019).
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As propriedades terapéuticas da Salvia officinalis sao atribuidas, principalmente, aos
compostos fendlicos e terpenos encontrados no extrato e 6leo essencial, por isso esta
espécie pode ser utilizada como ingrediente alimentar, substituindo os antioxidantes
sintéticos, para preservagédo de alimentos, pode ser eficiente no controle de pragas em
importantes espécies agricolas e também no tratamento ou prevencéo de doengas como
Alzheimer (KHEDHER et al., 2017; TARRAF et al., 2017).

A Salvia officinalis apresentou atividade antimicrobiana contra patégenos nocivos a
saude humana (RUSSO et al., 2013). No antigo Egito, foi usada para tratar a infertilidade
(HASSAN et al., 2019) e, atualmente, é utilizada para tratar doengas devido as propriedades
farmacoldgicas, tais como, atividade anticancerigena, anti-inflamatéria, antimicrobiana,
antimutagénica, antioxidante, anti-Alzheimer e anti-gota. Ha evidéncias, também, que o
extrato exerce efeitos de melhoria da memoria e cognigdo (GHORBANI e ESMAEILIZADEH,
2017; EL EUCH, 2019; HASSAN et al.,, 2019). Pode ser considerada como fonte de
compostos que podem levar a reducao dos efeitos adversos de agentes quimioterapicos,
em pacientes com cancer (RUSSO et al., 2013; KHIYA et al., 2019).

Devido a ampla gama de agédo que o extrato e 6leo essencial da Salvia officinalis
possuem, pesquisas tém focado no estudo fitoquimico e atividade biolégica da espécie. O
objetivo deste trabalho € revisar a literatura sobre a composi¢cao quimica e atividade

biolégica do 6leo essencial e extrato de Salvia officinalis.

Extracado dos 6leos essenciais em plantas medicinais e aromaticas

Produzidos a partir do metabolismo especial das plantas, os Oleos essenciais
possuem alto valor econémico (PANDEY et al., 2020) e sdo uma importante classe de
compostos fitoquimicos aromaticos que se caracterizam por possuir um forte odor
(BAKKALI et al., 2008; WIJESUNDARA et al., 2018). Sao misturas complexas com diversas
substancias. Normalmente ocorre a presenca de dois ou trés componentes em maiores
concentragodes (representando de 20% a 70% do 6leo) e os demais em concentragdes mais
baixas, sendo os terpenos o principal grupo (BAKKALI et al., 2008; CABARKAPA et al.,
2020). Sao substancias volateis e para evitar que haja modificagdo na composigao, os 6leos
essenciais precisam ser armazenados em recipientes hermeticamente fechados no escuro,
pois fatores externos como temperatura, luz, acessibilidade ao oxigénio, presenca de
impurezas podem oxidar e degradar o 6leo (BURT, 2004; TUREK e STINTZING, 2013).
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A International Organization for Standardization (ISO), através da sua norma ISO
9909 (1997) regula a quantidade considerada segura dos constituintes do 6leo para uso
medicinal, determinando padrdes fisicos dos dleos e define 6leo essencial como “produto
obtido a partir de matéria-vegetal por destilagdo com agua ou vapor ou a partir do epicarpo
de frutas citricas por um processo mecénico ou por destilagdo a seco” (EL EUCH et al.,,
2019; PANDEY et al., 2020). Instituicbes como o Comité Cientifico de Seguranga do
Consumidor, o Instituto de Pesquisa de Fragrancias e a Associagdo Internacional de
Fragrancia determinam a utilidade e a quantidade maxima de alguns 6leos e de seus
componentes (TUREK e STINTZING, 2013).

A produgdo e o consumo de Oleos essenciais vém aumentando devido as
possibilidades de uso (PANDEY et al., 2020). Os 6leos essenciais possuem diversas
atividades biologicas, tais como ag¢ao antimicrobiana, nematicida, inseticida e antioxidante,
que podem ser o resultado da agdo dos componentes majoritarios ou das interagcdes entre
0s componentes presentes, que podem ser sinérgicas ou antagbnicas (CABARKAPA et al.,
2020; PANDEY et al., 2020).

Os 6leos essenciais podem ser encontrados em diferentes 6rgéos da planta e séo
armazenados em células secretoras, cavidades, células epidérmicas ou tricomas
glandulares (BAKKALI et al., 2008).

Composicao e atividade dos 6leos essenciais

Fatores como genética da planta, 6rgao estudado, condigbes ambientais,
equipamentos experimentais para extracdao, época e horario de coleta, ciclo vegetativo,
nutricido das plantas, localizagdo geografica e situagdes de estresse interferem na
composicao, rendimento e atividade bioldgica do 6leo essencial (BURT, 2007; RAUT e
KARUPPAYIL, 2014; ELEUCH et al., 2019; RGUEZ et al., 2019). Normalmente os principais
componentes do 6leo sdo os terpenos, em que os monoterpenos, formados a partir do
acoplamento de duas unidades de isopreno (C10), representam 90% do dleo essencial,
mas também observa-se sesquiterpenos (C15), hemiterpenos (C5), diterpenos (C20),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) e, com menor frequéncia, substancias que derivam
do fenilpropano cuja rota biossintética normalmente é distinta dos terpenos, como os
aldeidos e os compostos fendlicos (BAKKALI et al., 2008).

A variedade na composicao dos 6leos essenciais permite uma série de aplicagdes,

mas para o uso adequado é necessario conhecer a sua composi¢cao quimica, bem como
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suas propriedades (TUREK e STINTZING, 2013). Eles s&o utilizados desde a Idade Média
no embalsamento ou como sedativos, anestésicos locais e atualmente sdo usados como
matéria-prima para diversos produtos agronémicos, alimenticios, repelentes, cosméticos,
perfumes e sanitarios. Entretanto, seu uso mais importante € no campo de medicamentos,
pois sdo promissores os estudos que o utilizam como uma alternativa aos medicamentos
sintéticos (BAKKALI et al., 2008; PANDEY et al., 2020).

Alguns dos efeitos benéficos atribuidos ao uso de Oleos essenciais estao
relacionados a sua atividade antioxidante. Eles podem ser utilizados como aditivos
alimentares a fim de conservar os alimentos e, consequentemente, reduzindo o uso de sal
e conservantes sintéticos, que podem ser prejudiciais a saude, além de melhorar as
propriedades organolépticas dos alimentos. Contudo, para que possam ser utilizados como
ingredientes alimentares é preciso conhecer a composi¢céo quimica do 6leo essencial e a
quantidade de cada componente, pois alguns podem ser toxicos (HASSIOTIS, 2018). A
atividade antioxidante dos 6leos essenciais esta relacionadas a presenga de terpenos e
compostos fendlicos (RGUEZ et al., 2019). Outros componentes como hidrocarbonetos,
aldeidos, cetonas e éteres também contribuem para eliminagao dos radicais livres (EDRIS,
2007).

O corpo humano necessita de um suprimento externo de antioxidantes para reduzir
ou eliminar os radicais livres. Assim, é possivel utilizar 6leos essenciais na prevengao de
doengas cardiacas, do sistema imunoldgico, disfungédo cerebral, cancer (EL EUCH et al.,
2019).

Os 6leos essenciais sao utilizados na aromaterapia, através da inalacdo, massagem
ou aplicagao tépica trazendo bem-estar fisico, como o controle do sistema nervoso, ou
psicologico (EDRIS, 2007; PANDEY et al., 2020). Um estudo recente demonstrou que,
através da aromaterapia, uma técnica economicamente acessivel, o 6leo essencial pode
ser util para reduzir a fadiga de pacientes em hemodialise (AHMADY, REZAEI e KHATONY,
2019).

Os 6leos essenciais podem ser utilizados como matéria-prima de repelentes e serem
mais eficientes que os sintéticos. A atividade repelente pode ser atribuida a agao dos
constituintes presentes em menores quantidades, indicando que a bioatividade depende da
complexidade da mistura (NERIO; VERBEL e STASHENKO, 2010). Apesar dos beneficios,
sdo necessarios cuidados ao utilizar os 6leos essenciais, pois se tratam de substancias
quimicas que, quando usadas incorretamente podem ser prejudiciais a saude (PANDEY et
al., 2020).
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A Salvia officinalis € uma das plantas medicinais cultivadas principalmente para
producao do 6leo essencial (TAARIT et al., 2009; TARRAF et al., 2017; SAMANI et al.,
2019).

Atividade biolégica do 6leo essencial de Salvia officinalis

O dleo essencial produzido pela Salvia officinalis € de coloragdo amarela, com odor
forte e aromatico, provavelmente relacionado a presenga de canfora (ELEUCH et al., 2019).
Além da canfora, mais de 120 compostos ja foram relatados, entre eles tujona e cariofileno
(GHORBANI e ESMAEILIZADEH, 2017; MIJALLI et al., 2022).

O maior teor de 6leo essencial de Salvia officinalis é obtido na fase de florescimento
e 0 menor no estagio vegetativo (GHAEDI et al., 2015; FARHAT et al., 2016). Diversos
produtos utilizam o éleo da Salvia officinalis como um dos componentes de aromatizantes,
perfumaria, cosméticos e farmacéuticos (RADULOVIC et al., 2017; HASSAN et al., 2019).
Um estudo demonstrou que o 6leo essencial da Salvia officinalis em testes in vitro exerceu
efeito de clareamento dental, contudo s&o necessarios mais estudos clinicos (YESIL et al.,
2020).

Na literatura, € possivel encontrar diferentes estudos sobre a composicdo e a
atividade do 6leo essencial de Salvia officinalis para controlar insetos, doengas fungicas ou
bacterianas (KHEDER et al., 2017). Altos niveis de a-tujona sao eficientes para controlar a
bactérias Pseudomonas aeruginosa. Logo, se o 6leo for rico neste composto pode ser
utilizado para tratar infeccbes causadas por esta bactéria (RADULOVIC et al., 2019).
Substancias encontradas no 6leo essencial da Salvia officinalis como terpenos, tujona e
canfora sdo considerados os mais téxicos. Em altas concentracbes, essas espécies
quimicas podem induzir alguns efeitos indesejaveis, principalmente, em fetos ou recém-
nascidos. Todavia também s&o toxicas aos microrganismos, o que torna o 6leo um agente
potencial para controlar fungos e bactérias, causadores de doengas. Mas seus efeitos
dependem do efeito sinérgico dos componentes presentes e da concentragao utilizada
(GHORBANI e ESMAEILIZADEH, 2017; HASSIOTIS, 2018; EL EUCH et a., 2019).

O dleo da Salvia officinalis teve agao bactericida com 5 cepas testadas:
Staphylococcus Aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa. Contudo, apresentou baixa atividade antioxidante.
Possivelmente, essa resposta esta relacionada com a composicdo quimica do 6leo
essencial (ADRAR, OUKIL e BEDJOU, 2016). Normalmente bactérias gram-positivas sao
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mais sensiveis do que bactérias gram-negativas, devido a diferenga entre as estruturas das
bactérias, principalmente na parede bacteriana (SOARES et al., 2013). Tanto o dleo
essencial quanto o extrato de acetato de etila apresentaram alta atividade antibacteriana
contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli (MOHAMED e MUSTAFA,
2019). Radulovic et al. (2017) observaram que o o6leo essencial apresentou atividade
antifungica contra a Candida albicans. Diferentes cepas bacterianas adquiriram resisténcia
a diversos antibidticos existentes e, o 6leo essencial da Salvia officinalis tem demonstrado
boa atividade bactericida (IMANE et al., 2020).

Hassiotis et al. (2018) relataram que pequenas quantidades das folhas de Salvia
officinalis ou do 6leo essencial foi favoravel para infecgao de fungos. Entretanto, maiores
concentragdes do Oleo essencial foram eficientes para controlar o nivel de inibicdo de
diferentes cepas, uma vez que podem causar diferentes danos celulares nos
microrganismos.

Alguns fungos como o Aspergillus sao responsaveis por causar doengas em legumes
e frutas, acarretando em prejuizos financeiros. Normalmente, o controle de doencas
causadas por fungos € feito utilizando fungicidas. Contudo, em fungdo da seguranga
ambiental e saude humana, é preciso buscar alternativas mais seguras. O éleo essencial
da Salvia officinalis reduziu, significativamente, a taxa de crescimento (31,71%) e a
germinagao dos esporos do Aspergillus carbonarius. O composto 1,8-cineol, que € um
importante agente antioxidante encontrado no dleo essencial da Salvia officinalis, também
foi testado isoladamente e observou-se inibicéo significativa da extensdo micelial do fungo
testado e que, quanto maior a concentragdo, maior a taxa de inibicado (DAMMAK et al.,
2019).

O dleo essencial de Salvia officinalis foi eficiente para controlar algumas cepas de
fungos fitopatogénicos das espécies Aspergillus niger, Asperqillus flavus e Aspergillus
alternata, que sao responsaveis por perdas econémicas (KHEDER et al., 2017). Em testes
in vitro também foi eficiente no controle de Botrytis cinérea e Fusarium sambucinum, cuja
inibicdo foi proporcional a concentragao de éleo utilizada, mas a atividade contra Botrytis
cinérea foi observada, mesmo em doses mais baixas (RGUEZ et al., 2019).

A atividade antifungica dos oleos essenciais pode variar de acordo com a
composicao, do efeito sinérgico ou antagdnico entre as substancias ou acgdo dos
componentes majoritarios, como, por exemplo, a canfora que pode ter agdo antifungica

(DAMMAK et al., 2019). Os 6leos essenciais sao lipofilicos e podem passar pela parede
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celular e membrana citoplasmatica, podendo causar danos, por isso sdo considerados
citotoxicos (BAKKALI et al., 2008).

Além de controlar doengas causadas por microrganismos, é possivel que o 6leo
essencial da Salvia officinalis possua atividade contra pragas Lepidoptera e Coleoptera
(KHEDER et al., 2017). No controle do mosquito Aedes aegypti o 6leo essencial da Salvia
officinalis age por diferentes mecanismos: danifica o DNA, inibe a enzima
acetilcolinesterase, altera a mitocondria por inibicdo de complexo Il e suas enzimas
associadas, mostrando eficiéncia para ser utilizado no controle deste inseto (MORALES et
al., 2019). Foi observado que o Oleo também teve efeito inseticida e repelente em
Acanthoscelides obtectus (SCARIOT et al., 2016). Também, foi eficiente contra a larva
Spodoptera littoralis, possivelmente em fungdo da presencga de limoneno, que pode ser
inalado por insetos ou pelo sinergismo entre os componentes do éleo como o 1,8-cineol,
que demonstrou alta eficacia inseticida em outros dleos essenciais testados (RGUEZ et al.,
2019).

Quando comparadas a outras espécies do género Salvia ou da familia Lamiaceae,
a Salvia officinalis foi mais eficiente em eliminar os radicais livres, tornando-a uma espécie
com grande potencial para ser utilizada como ingrediente alimentar para preservar o
alimento. A presenca dos compostos 1,8-cineol, a-pineno, terpinen-4-ol, ou linalol podem
ser responsaveis pela alta atividade antioxidante (DAMMAK et al., 2019; EL EUCH et al.,
2019).

A 1SO 9909 (1997) definiu limites de alguns constituintes do dleo da Salvia officinalis
como, por exemplo, os niveis de tujona devem ser baixos para que possa ser utilizado pela
industria alimenticia, ja que € uma substancia com potencial risco para saude humana e
deve ser consumida com prudéncia (TARRAF et al., 2017; ELEUCH et al., 2019). Em testes
realizados com ratos demonstraram que ndo ha uma relagao direta entre a quantidade de
tujona e a toxicidade com os animais testados, contudo a tujona pode causar
neurotoxicidade, exercendo efeitos paralisantes (RADULOVIC et al, 2017).

Os Oleos essenciais sao adicionados aos alimentos para melhorar o sabor ou
conserva-lo em fungao de suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas (HMAIED et
al., 2019). Componentes presentes no 6leo essencial da Salvia officinalis como o 1,8-cineol,
canfora, viriflorol sdo eficientes para controlar o patégeno Sarcina lutea que é transmitido
pelo alimento (RADULOQOVIC et al., 2019).

A concentragdo do 6leo essencial na planta € um dos principais indicadores de

qualidade e um grande desafio para producao em larga escala. Os novos trabalhos com
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plantas medicinais devem ter como objetivo investigar técnicas de manejo que permitam
modular o rendimento de massa seca e, quando possivel, o teor e a composicao do 6leo
essencial (RODRIGUES et al., 2016).

Na tabela 1 apresentamos os principais componentes determinados, o rendimento
do 6leo essencial, a atividade biologica e 0 método de extragcdo do 6leo essencial de Salvia

officinalis em diferentes estudos.
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Tabela 1. Principais compostos determinados, rendimento, a atividade biolégica e método de extracdo do dleo essencial de Salvia

officinalis.

Principais compostos
determinados

Quantidade de

compostos totais

Rendimento (%)

Atividade

biolégica do dleo

essencial

Método de

extracdo do 6leo

essencial

Referéncias

a e a-pineno, 1,8-cineol,
a e a-tujona, canfora

a-tujona, canfora,
borneol, muroleno,
esclareol

Viridiflorol, 1,8-cineol, a
e a tujona, canfora,
manool, borneol

a e atujona, linalol,
canfora, borneol

Cineol, viriflorol,
nonacasane, canfora,
pentacosano
Canfora, a e a tujona,
1,8-cineol

a e a tujona, canfora,
1,8-cineol

a tujona, 1,8-cineol,
canfora, cariofileno,
deydra-aromadendrano,
guaiol, canfeno

30

14

41

42

20

49

33

105

0,78-1,10

0,55-2,20

0,21-0,60 (fruit)

0,88-1,23

0,82-0,92

4,13*

Antioxidante
Antifangica
Inseticida
Anticancerigeno

Antibacteriano

Antiurease

Antioxidante
Antimicrobiana
Inseticida
Antioxidante

Antioxidante
Anticorrosiva

Hidrodestilacéo

Hidrodestilagao

Hidrodestilacéo

Hidrodestilagao

Hidrodestilacéo

Hidrodestilagao

Hidrodestilacéo

Destilagéo a vapor

Rguez et al., 2019

Russo et al., 2013

Taarit et al., 2009

Tarraf et al., 2017

Hassan et al., 2019

Kheder et al., 2017

Vosoughi et al.,
2018

Khvia et al., 2019



a e a tujona, canfora, 15
1,8-cineol, a pineno,

borneol

1,8 cineol, canfora, aea 40
tujona, a pineno

a e atujona, canfora, 1,8 14
cineol, & gurjuneno,

canfeno

Canfora, 4 e a tujona, 18
1,8 cineol, canfeno,

borneol, a e a pineno, p
cimeno

a e a tujona, canfora, 17
humuleno, ledeno,
fenchy alcool

0,65-0,85

1,48

1,36

1,03

2,1

Antifungica

Antioxidante
Antifungica

Antioxidante
Anti-inflamatéria
Anti-alzheimer
Moderada atividade
anti-gota
Antibacteriano

*Valores discrepantes podem estar relacionado ao calculo de rendimento que varia entre os autores.

Hidrodestilacéo

Destilagéo a vapor

Hidrodestilagao

Hidrodestilagao

Hidrodestilacéo

Samani et al., 2019

Hassiotis, 2018

Dammak et al.,
2019

El Euch et al., 2019

Wijesundara e
Rupasinche, 2018

22
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Embora seja conhecida, principalmente, pela produ¢cdo do 6leo essencial, a
Salvia officinalis produz outros compostos bioativos de grande importancia,
como os compostos fendlicos (HASSIOTIS, 2018; SAMANI et al., 2019).

Sintese de compostos fendlicos nas plantas medicinais

Os radicais livres ou espécies reativas sdo substancias produzidas a partir
da respiracao, exposicao ao estresse, entre outros fatores. Em concentracbes
muito altas s&o prejudiciais as células, pois podem oxidar importantes moléculas
como proteinas, lipideos e acidos nucleicos, além de destruir as membranas
bioldgicas. Por isso, as plantas desenvolveram diferentes sistemas antioxidantes,
que podem ser enzimas ou componentes ndo enzimaticos como as vitaminas C
e E, carotenoides e compostos fendlicos. Além de proteger as plantas do
estresse oxidativo, os compostos fendlicos podem proteger contra a radiagao
ultravioleta e o ataque de microrganismos, reduzindo ou impedindo a infec¢ao
(KUBALT, 2016).

Os compostos fendlicos sdo um grupo amplo e heterogéneo que derivam
do metabolismo secundario da planta e se caracterizam por possuirem pelo
menos um anel aromatico ligado a uma ou mais hidroxilas (PEREZ et al., 2016).
Sao encontrados no citosol, na parede celular, vacuolos ou associados as ceras
presentes na superficie da planta (KARAKAYA, 2004; KHODDAMI, WILKES e
ROBERTS, 2013).

As principais classes de compostos fendlicos sao divididas de acordo ao
esqueleto do carbono e s&o: acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e ligninas
(KARAKAYA, 2004). Os flavonoides derivam dos fenois simples e consiste em
um dos grupos de fendlicos mais comuns e sao responsaveis pela coloragao de
alguns tecidos vegetais. Os flavonoides podem limitar a esporulagao,
germinagao de esporos e crescimento hifal de fungos patogénicos; Os acidos
fendlicos sao uma outra classe que incluem acido cafeico, acido ferulico e acido
sinaptico e, normalmente, ocorrem ligados a ésteres, glicosideos ou amidas,
mas raramente na forma livre; As cumarinas e os taninos sao substancias

fendlicas que sao téxicas a herbivoros e podem ser excelentes repelentes devido
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ao sabor amargo e desagradavel, além de possuir a capacidade de se ligar e
desnaturar as proteinas (KHODDAMI, WILKES e ROBERT, 2013; KUBALT,
2016).

A fenilalanina é o precursor comum dos compostos fendlicos, cuja enzima
catalisadora fenilalanina amoénia-liase (PAL) separa o grupo amino NH2 da
fenilalanina, formando o acido cinamico, que é um fenilpropanoide. O anel
aromatico é sintetizado na via do acido chiquimico. E, a via fenilpropanoide pode
levar a formacgé&o do acido salicilico, que € um importante agente na indugao de
resposta de defesa da planta (MICHALAK, 2006; KUBALT, 2016).

Os compostos fendlicos sdo um dos principais responsaveis pela agao
anti-inflamatéria e antimicrobiana das plantas (KUBALT, 2016; PEREZ et al.,
2016; ALUDATT et al., 2017; LI et al., 2020), por isso eles podem ser uma
alternativa promissora para produgcao de antibiéticos, pois foi relatado acao
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Enterococcus faecallis
(BELHAOQUES, AMRI e BENSOUILAH, 2020). Além da agao anti-inflamatéria e
antimicrobiana, diversos pesquisadores relatam a acdo antioxidante dos
compostos fendlicos (JESHVAGHANI et al., 2015; ALVES et al., 2017,
BELHAOUES; AMRI e BENSOUILAH, 2020).

A atividade antioxidante de um extrato normalmente esta relacionada com
a presencga dos compostos fendlicos, que podem ser utilizados na prevencgao de
doengas no humano, como também ser utilizado como ingrediente em alimentos
e cosméticos para minimizar os efeitos causados pelos radicais livres (ALVES et
al., 2017; KAROLAK et al., 2019; BELHAOUES, AMRI e BENSOUILAH, 2020).

O uso de extratos vegetais tornou-se, entdo, uma das melhores
alternativas aos antioxidantes sintéticos, que podem ser toxicos e, por isso os
consumidores estdo preferindo alimentos cujos ingredientes sejam naturais
(DURLING et al., 2007; KHAN et al., 2019). Contudo, a atividade antioxidante de
um extrato depende da concentracdo utilizada, da composicdo da amostra,
estrutura, numero e posigdo dos grupos hidroxilas das moléculas presentes
(KUBALT, 2016; BELHAOUES; AMRI e BENSOUILAH, 2020).

A adicdo de extratos ricos em compostos fendlicos em alimentos de
conserva prolonga a vida utii do produto em fungdo das propriedades



25

antioxidantes e antimicrobianas e alguns compostos, em baixas concentragoes,
nao mostram efeitos toxicos, assim a adigdo em alimentos € uma pratica segura
(LI et al., 2020). Contudo, cada composto apresenta diferentes niveis de
toxicidade e, por isso sdo necessarias mais pesquisas para conhecer os efeitos
causados pelos produtos naturais, principalmente a dose, pois em alta
concentracdo os compostos fendlicos podem causar doengas como leucemia,
danos nos rins e figado (KHAN et al., 2019).

Ainclusao de alimentos, como frutas e vegetais ou bebidas, derivados de
plantas que sejam ricas nestes compostos podem prevenir doengas como asma,
cancer, diabetes e doengas cardiacas (KHAN et al., 2019). Um extrato de
Anthemis praecox, rico em compostos fendlicos, foi eficiente no tratamento de
disturbios gastrointestinais (BELHAOUES; AMRI e BENSOUILAH, 2020). O
extrato da Salvia officinalis pode melhorar significativamente indices
antropomeétricos e marcadores de resisténcia a insulina em pacientes com
sindrome de ovario policistico (AMINI et al., 2020). O extrato, também,
apresentou efeito antidiabético comparado ao antidiabético padrao
glibenclamida, dependendo da dose estudada, indicando o potencial desta
espécie para ser utilizado na fitoterapia (EIDI e EIDI, 2009).

Em infecgbes bacterianas induzidas por patégenos produtores de urease,
foi possivel utilizar o extrato aquoso da Salvia officinalis que possui acao
antiurease (HASSAN et al., 2019). Em alguns casos, as matrizes podem exercer
efeito terapéutico superior aos compostos isolados, em virtude do sinergismo
das moléculas (MARTINS; BARROS e FERREIRA, 2016).

Para que os compostos fendlicos possam exercer efeitos positivos a
saude humana, € necessario que o0s mesmos estejam disponiveis. No
metabolismo humano, algumas substancias sao ativadas, inativadas ou, entao,
vinculam-se a outras moléculas alterando sua atividade biologica, por isso sdo
necessarios mais estudos que investiguem os efeitos causados pelo uso de
compostos fendlicos (MARTINS; BARROS e FERREIRA, 2016).

Extragdo dos compostos fendlicos
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A quantidade dos compostos fendlicos em um extrato depende da
genética da espécie estudada, condigdes ambientais e situacdes de estresse
(BRITO et al., 2018). Estudar a composi¢gao quimica dos vegetais € um desafio
devido ao grande numero de compostos presentes em uma amostra, em
diferentes concentragdes, conjugados a outras substancias como carboidratos e
proteinas ou na forma livre (ALVES et al., 2017; ALU'DATT et al., 2017). Além
disso, a parede celular € um fator que dificulta a liberagdo do conteudo da célula
(MARTINS; BARROS e FERREIRA, 2016).

Para extrair os compostos fendlicos € preciso levar em consideracao as
propriedades quimicas como polaridade, concentragdo, estrutura molecular,
numero de grupos hidroxilas, anel aromatico e conjugacdo com outras
substancias. O uso de radiagdo ultra-sbnica (ultrassom) facilita a extragéo
desses compostos que podem ser determinados utilizando diferentes técnicas
como espectrofotometria, cromatografia gasosa, cromatografia liquida e
eletroforese capilar (KHODDAMI; WILKES e ROBERTS, 2013).

Atividade biolégica dos extratos de Salvia officinalis

Plantas do género Salvia sao ricas em compostos fendlicos e, isto € uma
das razbes dessas plantas serem amplamente estudadas (KAROLAK et al.,
2019). O acido ferulico pode ser responsavel pelo aumento da atividade
antioxidante do extrato de Salvia hispanica (ALVES et al., 2017). O acido cafeico
pode melhorar a fungdo da memoaria, tem potencial para prevenir a progressao
da deméncia e desempenha um importante papel na protecdo hepatica e
reducdo do estresse oxidativo (YANG et al.,, 2013; CHANG et al., 2015). A
quercetina € um flavonoide com acao antioxidante (BELHAOUES; AMRI e
BENSOUILAH, 2020). O efeito do acido transcinamico e derivados depende da
concentragao, estrutura quimica (mudangas no anel aromatico pode mudar a
bioatividade da molécula) e condigdes de crescimento. Tratar plantas com acido
transcindmico podem ativar mecanismos de defesa envolvidos na resposta a
condi¢cbes de estresse (ARANITI et al., 2018).
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A Salvia viridis cujo componente predominante é o acido rosmarinico, &
utilizada para o tratamento de doencas inflamatérias e doencas infecciosas. O
extrato apresentou atividade bacteriostatica e propriedades bactericidas, muito
provavelmente em fungcédo da presenca do acido rosmarinico e acido cafeico e,
também, apresentou agao antifungica para Candida albicans, Candida glabrata
e Aspergillus brasiliensis, cuja atividade foi extremamente alta (KAROLAK et al.,
2019). Na Salvia heldreichiana foram encontrados acido cafeico, acido ferulico,
quercetina, apigeninina e acido rosmarinico e seus extratos foram eficientes para
inibir o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida
albicans (BARDAKCI et al., 2019).

A Salvia officinalis também apresentou atividade antifungica para Candida
albicans. A atividade antifungica desta espécie foi maior contra Aspergillus
oryzae quando comparado com Chamaemelum nobile e Urtica dioica. No mesmo
estudo foi observada uma atividade moderada contra Pseudomonas aeroginosa,
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus e, agao fraca em relacéo a Escherichia
coli. Quando aumentou a concentracéo estudada, o extrato apresentou atividade
significativa contra a Escherichia coli, moderada contra Pseudomonas
aeroginosa e Staphylococcus aureus e fraca contra Bacillus subtilis (GHAEDI et
al., 2015).

Os autores concluiram que o conteudo de compostos fendlicos na Salvia
officinalis aumentou em 4 vezes em condi¢cao de déficit hidrico, indicando o
importante papel dos compostos fendlicos na resisténcia das plantas a
condi¢des adversas, contudo em condi¢des severas de limitacdo de agua houve
uma reducdo dos compostos fendlicos Bettaieb et al.

Durling et al. (2007) e Xu; Wang e Li (2019) afirmaram que a Salvia
officinalis é fonte de acido rosmarinico e acido carndsico. Farhat et al. (2013)
concluiram que plantas de Salvia sao ricas em compostos fendlicos e, que a
Salvia officinalis obteve um rendimento de fendlicos superior a Salvia argentea,
Salvia verbenaca e Salvia aegyptica. Martins et al. (2015) relataram acéao
antifungica do extrato aquoso contra diferentes cepas do género Candida.

A diferenga encontrada na literatura sobre os compostos bioativos

encontrados na mesma espécie de planta € comum, visto que a produgao de
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fitoquimicos depende de muitos fatores, como as condi¢des ambientais e
metodologia de extragdo (Tabela 2). Segundo Khiya et al. (2019) a Salvia
officinalis é rica em polifendis, taninos, flavonoides, esterdis e catecois. E

ausentes de saponinas, alcaloides, leucoantocianinas e antocianinas.



Tabela 2. Metodologia de extrag&o, fendlicos totais e compostos encontrados no extrato de Salvia officinalis.

Solvente
Metanol (80%)

Agua
Metanol (80%)

Metanol

Agua

Metanol

Metanol

Acetona

Procedimento de extracdo Fendlicos

Maceragéao

Infuséo
Decoccao
Agitacao

Decoccao

Ultrassom

Agitacao
Soxlet
Evaporador

Agitacao

totais

86,4 mg TAE/g

265,87-323,47
mg GAE/g

2,23 mg GAE/g

229 ug GAE/g

2,02 mg GAE/g

158,79 mg
GAE/g
161,37 mg
GAE/g

Compostos
determinados

Rosmarinico e
derivados, flavonoides,
ac. cafeico

Ac. vanilico, ac.
clorogénico, ac.
cumarico, ac. siringico
Ac. cafeico, ac.
rosmarinico, apigenina
glucoronide, ac.
sagerinico

Derivados de ac.
benzoico, ac.
cinamico, flavonoides
Ac. cafeico, ac.
Ferulico, ac.
Rosmarinico, ac.
Carnosico, ac.
Cumarico, ac. Galico e
flavonoides

Ac. Gallic, Ac.
Rosmarinic, ac.
Caffeic, hesperetin,
epirosmanol, apigenin,

Propriedades
terapéuticas

Antioxidante

Antioxidante
Antifungico

Antioxidante

Antioxidante
Anti-inflamatério
Antibacteriano

Antioxidante

Antioxidante

Referéncias

Jeshvaghani et
al., 2015

Martins et al.,
2015

Sytar et al., 2016

Afonso et al.,
2019

Bettaieb et al.,
2011

Farhat et al.,
2013

Gomes et al.,
2002
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Metanol, etanaol,
éter dietilico,
hexano

Agua

Metanol e 4gua

Maceragéao

Infusao

Maceracgéao

4,25 mg GAE/g

5,95 mg GAE/g

37,1 mg GAE/g

1,044 mg
GAE/g

hispidulin, cirsimaritin,
genkwanin, carnosol,
rosmadial, ac. carnosic
Ac. Clorogenico, ac.
Cafeico, ac. Ferulico,
ac. Rosmarinico,
apigenina, ac.
Carnosic, ac. cinamico

Antioxidante

Anti-urease

Antioxidante
Inibicdo de
COorrosao

Roby et al., 2013

Hassan et al.,
2019

Khyia et al., 2019
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CONCLUSAO

As condicdes ambientais, genéticas e de extracdo determinam a
composicao e concentracao dos metabdlitos especiais encontrados nas plantas
medicinais. O 6leo essencial e extrato da Salvia officinalis sao fontes de terpenos
e compostos fendlicos e na literatura € possivel encontrar diferentes estudos
sobre a atividade biolégica da Salvia officinalis e, devido as suas propriedades
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria, o extrato e 6leo essencial podem
ser utilizados como matéria-prima na produgao de biopesticidas, farmacos,

alimentos e cosmeéticos.
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Support vector machine e PCA na analise exploratéria de amostras de
Salvia officinalis tratadas com reguladores de crescimento baseada em
parametros de crescimento e composi¢gao multielementar

Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes
reguladores de crescimento sobre os teores minerais e compostos fendlicos
totais de Salvia officinalis. Foi pulverizado acido salicilico (AS), acido giberélico
(AG), acido abscisico (ABA) e solugdo sem reguladores (controle). A avaliagao
exploratoria das amostras foi realizada por meio da analise dos principais
componentes (PCA). Além disso, foi utilizado o método support vector machine
(SVM) para classificagao das amostras. Os flavonoides e fendlicos totais foram
maiores nas plantas tratadas com reguladores. O elemento encontrado em maior
concentracdo na Salvia officinalis foi N. As plantas pulverizadas com ABA
apresentaram maiores concentracoes de N, K e Mn; Fe e Al foram maiores nas
plantas tratadas com ABA e giberelina, enquanto a aplicagao de AS proporcionou
o0 maior acumulo de P. A aplicacdo de reguladores vegetais melhora as

propriedades nutracéuticas da Salvia officinalis.

PALAVRAS-CHAVE: Elementos essenciais, estatistica multivariada,

fitoreguladores, Salvia officinalis.
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Support vector machine and PCA for the exploratory analysis of Salvia
officinalis samples treated with growth regulators based in the agronomic
parameters and multielement composition

Abstract - The objective of this work was to evaluate the influence of different
growth regulators on the mineral and total phenolic contents of Salvia officinalis.
The samples received the applications of salicylic acid (AS); gibberellic acid
(GA3); abscisic acid (ABA) and solution without regulators (control). The
exploratory evaluation of the samples was carried out through the Principal
Component Analysis (PCA). In addition, has been used supervised learning
methods with support vector machine (SVM) algorithms to classify the samples.
The phenolic and total flavonoid contents were higher in the plants treated with
the regulators. The element found in the highest concentration in Salvia officinalis
was N. Plants sprayed with ABA showed higher concentrations of N, K, and Mn;
Fe and Al were higher with ABA and gibberellin application, while the application
of AS provided the highest accumulation of P. The application of plant regulators

improves the nutraceutical properties of Salvia officinalis.

Keywords: Essential elements, multivariate statistics, phytoregulators, Salvia

officinalis
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INTRODUGAO

Antioxidantes sintéticos sdo adicionados em alimentos para evitar a
contaminag&o por microrganismos ou oxidacéo lipidica (SOJIC et al., 2018), no
entanto, estes ingredientes podem ser prejudiciais a saude humana, por isso 0s
consumidores buscam cada vez mais por alimentos naturais. Plantas medicinais
e seus produtos, tais como os 0Oleos essenciais e extratos, podem retardar a
deterioracdo dos alimentos devido as suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas. Plantas do género Salvia, além de ter potencial para ser
utilizada como conservante de alimentos, sdo conhecidos por seus valores
culinarios, ou seja, por dar sabor aos alimentos, principalmente a Salvia
officinalis, que é a espécie mais estudada para fins alimenticios, cuja eficacia foi
comprovada em diversas aplicagdes (SHARIFI-RAD et al., 2018; SOJIC et al.,
2018).

A Salvia officinalis € uma erva aromatica produzida mundialmente para
fins farmacéuticos e alimenticios (CVETKOVIC et al., 2018). A inclusdo de ervas
aromaticas na dieta € uma pratica descrita ha séculos, no entanto, tem havido
um aumento do consumo in natura ou como aditivo alimentar, devido a seu sabor
intenso e valor nutricional. Ervas aromaticas podem ser uma boa fonte de
potassio, fosforo e calcio, vitaminas e fibras (SANTO et al., 2014). Além de ser
uma fonte de minerais essenciais para o metabolismo e funcionamento do
organismo, a Salvia officinalis é rica em compostos bioativos, tais como, os
compostos fendlicos e flavonoides, que possuem diferentes propriedades
terapéuticas, prevenindo doengas no corpo humano (DIAS et al., 2016; SHARIFI-
RAD et al., 2018).

A absorgao de elementos minerais, bem como a produg¢ao de metabdlitos
especiais, que conferem propriedades nutracéuticas a Salvia officinalis, depende
de fatores como genética e as condi¢gdes ambientais, por isso é possivel buscar
estratégias que maximizem a absorgdo desses elementos, tornando-os
disponiveis para o consumo do ser humano. A aplicacédo de reguladores de
crescimento pode ser uma técnica que melhora a qualidade dos alimentos

vegetais (ALRASHDI et al., 2017). Os reguladores sao como substancias
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organicas produzidas por plantas ou sintéticas que, em baixas concentragoes,
influenciam varios processos biolégicos como a sintese de metabdlitos e a
absorcao de nutrientes minerais, alterando o crescimento e desenvolvimento,
podendo ser aplicado na planta ou no solo por pulverizagao (GIANNAKOULA et
al., 2012; ROSTAMI e AZHDARPOOR, 2019). Exemplos de reguladores de
crescimento sdo as giberelinas, acido salicilico e acido abscisico.

A giberelina regula processos como divisao e expansao celular,
germinacao de sementes e pode influenciar na floragdo (ALRASHDI et al., 2017;
TAIZ et al., 2017; ROSTAMI e AZHDARPOOR, 2019); o acido salicilico € um
fitohormbnio fendlico que regula diferentes aspectos do crescimento e
desenvolvimento, tais como, tolerancia a condigdes de estresse e indugao do
sistema de defesa da planta; o acido abscisico regula o fechamento estomatico,
crescimento, dorméncia de sementes e tanto o acido abscisico quanto o acido
salicilico estao envolvidos no processo de senescéncia (TAIZ et al., 2017;
ROSTAMI e AZHDARPOOR, 2019). Esses reguladores de crescimento além de
exercerem os mais diversos efeitos no crescimento e desenvolvimento, também
podem alterar o metabolismo secundario das plantas, aumentando a sintese de
substéancias de interesse.

Diferentes estudos sdo encontrados na literatura que observaram um
aumento na sintese de metabdlitos especiais devido a aplicagédo exégena de
reguladores de crescimento e seus efeitos na absorgdo de elementos minerais
do solo (KOCA e KARAMAN, 2015; ALRASHDI et al., 2017; KHALIL et al., 2018;
CHEN et al., 2020). Macro e micronutrientes como N, P, K, Fe, Cu, Mn sao
essenciais para o funcionamento de érgéos vitais e processos metabdlicos e
celulares, de modo que eles devem ser incluidos na dieta através da ingestao de
alimentos vegetais. Outro elemento como o Al, que também esta disponivel no
solo, € potencialmente toxico para plantas e humanos e a avaliagdo € necessaria
para garantir a seguranga alimentar. A determinagdo desses elementos € de
grande importancia do ponto de vista nutricional e metabdlico, pois podem
influenciar na saude humana (TANNUS et al., 2021).

Diferentes técnicas analiticas podem ser utilizadas para determinar

elementos minerais em amostras de plantas, tais como espectrometria de
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absorcao atbmica de chama (Flame Atomic Absorption Spectrometry - FAAS),
cuja analise é mono-elementar. A espectrometria de emissao o6tica com plasma
indutivamente acoplado (Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry - ICP OES) e espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry - ICP MS) séo
técnicas com alta sensibilidade e alta seletividade, mas de alto custo operacional
(JUNG et al., 2019). Uma técnica analitica que tem sido reportada na literatura
com uma nova proposta para analise multi-elementar € a espectrometria de
emissdo Otica com plasma induzido por micro-ondas (Microwave Induced
Plasma Optical Emission Spectrometry - MIP OES). Essa técnica apresenta boa
sensibilidade para determinacdo multi-elementar e baixo custo operacional, pois
utiliza o nitrogénio de plasma com ar pressurizado para gerar energia para o
equipamento. Contudo, quando comparado com o ICP OES, a frequéncia
analitca e o numero de analitos determinado por amostra é baixo
(MATUSIEWICS e SLACHCINSKI, 2014; BROEKAERT e SIEMENS, 2004).

Técnicas de analise multielementar podem fornecer um banco de dados
complexos e ferramentas estatisticas que sdo usadas para facilitar a
interpretacao e discussao dos dados. A analise de componentes principais (PCA)
reduz drasticamente o numero de variaveis no estudo, agrupando os dados em
clusters e o support vector machines (SVM) é aplicavel a regressao e problemas
de regressdao, com base em um conjunto de métodos de aprendizado
supervisionado (SHMILOVICI, 2010; PAPANDREA et al., 2020). Na literatura &
possivel encontrar diferentes estudos que utilizaram ferramentas estatisticas
PCA e SVM para analise exploratoria (CARNEIRO et al., 2020; SANT'ANA et al.,
2020; JIANG et al., 2020).

A aplicacdo de reguladores vegetais pode aumentar a qualidade
nutracéutica de alguns vegetais. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia de diferentes reguladores de crescimento no conteudo mineral e
fendlicos totais de Salvia officinalis e aplicar estatistica multivariada para avaliar

o efeito dos reguladores de crescimento na absor¢gao mineral.

MATERIAL E METODOS



44

2.1. Amostras

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao da Universidade Federal de
Universidade do Recéncavo da Bahia, Cruz das Almas — Ba. Sementes de Salvia
officinalis L. (Isla Sementes®) foram semeados em bandejas de polietileno com
solo e compostagem comercial Vivatto®. Aos 35 dias apdés a semeadura, as
mudas de tamanho uniforme foram selecionadas e transplantadas para vasos
com capacidade de 2 dm?® (o substrato utilizado foi solo + humus de minhoca. O
solo apresentou a seguinte caracteristica quimica: pH: 6,4; P: 0,15 mg dm-3; K:
7,82 mg dm3; Ca: 2,6 cmolc dm3; Mg: 1,9 cmolc dm3; Al: 0,0 cmolc dm3; H + All:
0,6 cmolc dm3; SB: 4,52 cmolc dm3; CTC (T): 5,12 cmolc dm3; MO: 0,92%; V:
88,27%). A irrigagcdo e controle de plantas invasoras foram realizadas
manualmente todos os dias. Apds 70 dias de semeadura, no final da tarde para
evitar a degradacdo das substancias reguladoras, foi realizada a primeira
aplicacao dos tratamentos: Tratamento 1: Aplicagdo da solugdo sem regulador
de crescimento; Tratamento 2: 2000 umol L-' (ALRASHDI et al., 2017, adaptado);
Tratamento 3: 144 pmol L' de acido giberélico (ALRASHDI et al., 2017,
adaptado); Tratamento 4 10 umol L-' de acido abscisico (MOREIRA et al., 2020).
Os reguladores foram aplicados 3 vezes, uma vez por semana, com aauxilio de
um spray manual, no qual as solugdes (preparadas com 0,01% (v v ') Triton X-
100 e etanol 5%) foram pulverizados em toda a planta, nas partes adaxial e
abaxial, até o ponto de gotejamento. O delineamento foi inteiramente
casualizado, com 5 repeticdes, totalizando 20 amostras. Aos 113 dias apds a
semeadura, foi mensurado a altura (com auxilio de uma régua do colo até o
apice), diametro do caule (utilizando o paquimetro digital), comprimento da raiz
e o numero de folhas. Entao o experimento foi coletado e o material vegetal foi
mantido em estufa a 45° C até atingir a massa seca constante, entdo foram
determinados a massa seca da parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e massa seca
total (MST).

2.2. Instrumentacao e reagentes
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Os alcoois etilicos e metilicos usados na preparacdo dos extratos foram
adquiridos por J. T. Baker (Xalostoc, Edo. De Mex., México). O reagente de Folin-
Ciocalteu, os padrdes de acido galico e quercetina sdo de Sigma Aldrich Co®
(St. Louis, MO, EUA). Acido  abscisico, acido  giberélico,
e acido salicilico da Interlab®, Sao Paulo, Brasil. O acido nitrico e perdxido de
hidrogénio utilizados sdo da Merck® (Darmstadt, Alemanha. Os padrées usados
para preparar a curva de calibragdo para Al, Fe, Mn, P, K e Cu (1000 mg L") sédo
da SpecSol® (Quimlab Quimica e Metrologia, Sdo José dos Campos, Brazil).
Para o preparo dos extratos, os tubos de ensaio contendo as amostras de Salvia
officinalis foram sonicadas em banho ultrassénico (Elma Ultrassénico S10H®, F.:
50/60 Hz, P.: 90 W, Alemanha). Para determinar os compostos fendlicos totais,
flavonoides totais e nitrogénio, foi utilizado um espectrofotometro (Tecnal®, Sao
Paulo, Brasil). A determinagao de espécies inorganicas foi realizado utilizando a
técnica de espectrometria de emissao otica com plasma induzido por micro-
ondas modelo 4200 (Agilent Technologies®, Santa Clara, CA, EUA).

2.3. Preparacgao do extrato

A preparagcao do extrato de Salvia officinalis foi determinada usando a
metodologia descrita por Moreira et al. (2020), com algumas adaptacdes. A parte
aérea do material vegetal foi triturada com auxilio de um almofariz e pistilo.
Aproximadamente 0,15 g do material vegetal foi pesado e adicionado 15 mL de
solugdo de extragdo hidroalcoodlica (50% v v') (DURLING et al., 2007). As

amostras foram sonicadas em banho ultrassénico por 15 minutos.

2.4. Determinacgao de compostos fendlicos e flavonoides totais

Os compostos fendlicos totais nos extratos de Salvia officinalis foram
determinados pela metodologia descrita por Moreira et al. (2020), adaptado.
Foram adicionados 300 uL de extrato de amostra, 1 mL de carbonato de sddio
saturado e 400 uL de reagente Folin-Ciocalteau. As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 765 nm, apés 60 min de reagao
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em temperatura ambiente e sem luz. Os testes foram realizados em triplicata. O
teor total de compostos fendlicos foi calculado a partir da curva de calibragéo de
acido galico expresso em miligramas de equivalentes de acido galico por grama
de massa seca. Adeterminacgao de flavonoides totais foi realizada de acordo com
a metodologia descrita por Marques et al. (2012), adaptado. Foram adicionados
1,0 mL de extrato de Salvia officinalis, 2,0 mL de AICIz em solugao de etanol (5%
m v-'). O volume foi ajustado para 10,0 mL com solugéo hidroalcodlica (40% v v-
"). A solugéo foi armazenada na auséncia de luz por 30 min e, posteriormente, a
leitura foi realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 408 nm.
Os testes foram realizados em ftriplicata. Os flavonoides totais foram calculados
a partir da curva de calibragao da quercetina utilizada como padrao e expressa

em miligramas de equivalentes de quercetina por grama de matéria seca.

2.5. Digestao da amostra

Para determinagcédo multielementar, pesou-se 0,1 g de material vegetal e 3 mL de
acido sulfurico (H2SO4) foram adicionados em exaustor a 350 -C por 40 min,
conforme descrito por Abreu et al. (2021), com modificagées. Um volume de 3
mL de perdxido de hidrogénio foi adicionado a cada tubo. Apdés o tempo de
analise, o conteudo dos tubos foi filtrado e transferido para balées volumétricos
de 10 mL.

2.6. Determinagao multielementar por MIP OES

A vidraria foi descontaminada em banho de &cido nitrico a 10% (v v)
por 24 h e lavado com agua deionizada antes do uso. Solugdes estoque de Al,
Fe, Mn, P, K e Cu (1000 mg L") foram utilizadas na preparacgdo de padrbes de
referéncia para uso em calibragao. Os parametros instrumentais MIP OES foram
utilizados de acordo com as recomendacgdes do fabricante. O sistema de
introdugdo de amostras inclui um amostrador automatico Agilent SPS 3, uma
camara de nebulizagao ciclénica de vidro de dupla passagem e um nebulizador

OneNeb inerte. Um gerador de nitrogénio modelo 4107 (Agilent Technologies) foi
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usado como fonte de gas para plasma. Utilizando o software MP Expert, foi
realizada uma correcdo automatica de fundo. A bomba peristaltica foi
programada para operar a 15 rpm. O tempo de estabilizagao foi de 15s e o tempo
de integracao de 3s. Dois parametros operacionais criticos (fluxo do nebulizador
e posicado de observacédo no plasma) foram otimizados automaticamente pelo
software MP Expert (Agilent Technologies). Os comprimentos de onda
selecionados (nm) foram Al (371.993), Fe (324.754), Mn (396.152), P (371.993),
K (403.076) e Cu (766.491).

2.7. Determinagao de nitrogénio

A determinagao do nitrogénio foi realizada pelo método espectrofotométrico de
fenol-hipoclorito, conforme descrito por Weatherburn (1967), adaptado. Um
volume de 24 pL do material digerido mais 216 yL de agua destilada foram
adicionados aos tubos de ensaio com 1,5 mL de solugéo A (5 g de fenol e 0,025
g de nitroprussiato de sédio, perfazendo até 500 mL com agua destilada) e 1,5
mL de solucdo B (2,5g de NaOH e 12,6mL de hipoclorito de sédio, completando
até 500mL com agua destilada), em seguida colocada em banho-maria por 20
min a 37 °C. Apos 45 minutos de repouso, as leituras foram feitas em

espectrofotometro no comprimento de onda de 630 nm.

2.8. Analise estatistica

Analise de componentes principais (Principal Component Analysis - PCA) e
cluster hierarquico (Hierarchical Clustering Agglomerative - HCA) dos dados foi
realizada com auxilio do R Development Core Team program (2020). Na analise
de classificacdo por support vector machine (SVM) utilizamos algoritmos
implementados em Python da biblioteca de cdédigo aberto sklearn para
aprendizado de maquina. O software foi desenvolvido usando o spyder que € um
ambiente de desenvolvimento cientifico exclusivo e de coédigo aberto. Na
classificagdo das amostras pelo SVM, foram utilizadas fungdes Kernel nos dados

previamente padronizados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados estdo na Tabela 1 e indicam que os
reguladores de crescimento influenciaram nas variaveis analisadas.

Tabela 1. Crescimento, concentracdo de analitos inorganicos e compostos
fendlicos em Salvia officinalis cultivadas com reguladores de crescimento.

Analito C AS GAs ABA

N (g kg™ 23+ 1 21+ 1 25+ 2 30+ 2

P (mg kg™) 2,7+ 0,3 3,2+ 0,3 2,2+04 1,9+ 0,3

K (mg kg™") 7,5+ 0,6 6,0£0,4 6,4+ 0,1 9,7£0,5
Fe (mgkg') 0,7+0,1 0,71+ 0,03 1,4+ 0,2 1,3+ 0,1
Cu(mgkg') 0,020+0,001 0,004+0,001 0,005+0,002 0,006+ 0,002
Mn(mg kg') 0,25+ 0,05 0,21+ 0,02 0,2+ 0,03 0,26+ 0,06
Al (mg kg™) 1,9+ 0,4 1,8+ 0,4 2,4+ 0,2 2,8+ 0,1
Fendlicos totais 15+ 5 26+3 25+ 4 27t 5
(mgg™)

Flavonoides 10+ 2 12+ 1 12+ 2 14+ 3
totais (mg g™)

Altura (cm) 55126 7,51 14+ 1 5+ 1
Diametrodo 0,25+ 0,01 0,28+ 0,05 0,3+ 0,1 0,21+ 0,05
caule (cm)

Comprimento 13%5 19+ 2 19+ 7 19+ 3

da raiz (cm)

Numero de 11+ 2 12+ 3 14+ 1 10+ 1
folhas

MSPA (g) 0,4+ 0,2 0,6+ 0,1 0,6+ 0,2 0,6 0,1
MSR (g) 0,25+ 0,03 0,5+ 0,1 0,6+ 0,2 0,7£0,4
MST (g) 0,6% 0,2 1,0+ 0,1 1,2+ 0,3 1,2+ 0,5

MSPA: Massa seca da parte aérea; MSR: Massa seca da raiz; MST: Massa seca total; C: Controle
(Solugao sem reguladores); AS: acido salicilico; GAs: Giberelina; ABA: acido abscisico.

Além de interferir na absorgédo de elementos minerais, os reguladores de
crescimento podem contribuir para 0 aumento na produgdo de alimentos. A
produtividade dos alimentos vegetais pode ser medida através da analise de
crescimento. As giberelinas estao relacionadas ao alongamento e divisdo celular,
estimulando o alongamento do caule (BHATTACHARYA, 2019). Jiménez et al.
(2015) observaram que plantas de Capsicum annum tratadas com giberelinas
apresentaram maior altura e peso quando comparadas aos controles. Neste
estudo, os maiores valores para a variavel altura foram encontrados nas plantas

tratadas com giberelina, corroborando com a literatura.
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O diametro do caule foi maior nas plantas tratadas com acido salicilico,
enquanto comprimento de raiz em plantas tratadas com acido abscisico. O maior
numero de folhas foi observado nas plantas tratadas com giberelina. Khalloufi et
ai. (2017) observaram que a aplicagdo de giberelina aumentou o numero de
folhas de Solanum Lycopersicum L. Segundo a literatura, em algumas plantas, a
presenca de acido abscisico inibe o crescimento da parte aérea por inibir a
divisao celular. O crescimento ocorrera a medida que os niveis de giberelina
aumentarem (BHATTACHARYA, 2019). Portanto, para as variaveis de
crescimento, os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com a
literatura.

A aplicacdo de reguladores de crescimento promoveu aumento
significativo na massa seca da parte aérea, raiz e total da planta. Chen et al.
(2020) também observaram que alguns reguladores exdgenos, como a
giberelina, tém efeito positivo no rendimento de massa seca. Khalloufi et al.
(2017) relataram um aumento de 12% no peso seco da parte aérea em plantas
de tomate em resposta a aplicagao de giberelina. Neste trabalho, a aplicagéo de
giberelina aumentou o rendimento de massa seca da parte aérea em mais de
59%, ou seja, a giberelina pode ser utilizada como estratégia para aumentar a
producao de Salvia officinalis.

A maior concentragdo de compostos fendlicos e flavonoides totais foi
encontrada nas plantas tratadas com acido abscisico. O aumento de fendlicos
totais devido a aplicagdo exdgena de acido abscisico pode estar relacionado a
sintese de enzimas que estao envolvidas na producdo de compostos fendlicos.
A maioria dos compostos fendlicos é sintetizada pela via do fenil propanoide,
iniciada pela fenilalanina aménia liase e, possivelmente, os acidos abscisico e
salicilico ativam genes envolvidos na sintese dessas enzimas (FLORES,
BLANCH e CASTILLO, 2018). Giberelina também pode atuar como elicitores,
aumentando a concentragao de compostos fendlicos e flavonoides (ALRASHDI
et al., 2017).

A aplicagéo de reguladores de crescimento pode interferir na absorcao e
translocacao de elementos minerais (CHEN et al., 2020). Alguns elementos

minerais sao essenciais para varios processos metabolicos no corpo humano e
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devem ser fornecidos pela alimentagcdo, pois ndo sao sintetizados pelo
organismo. A Tabela 2 mostra as concentragbes médias de elementos minerais
retiradas da analise no MIP OES. Os macroelementos essenciais quantificados
em Salvia officinalis foram K (6,05-9,72 mg kg™') e P (1,85-3,24 mg kg™'). Estes
elementos sdo de grande importancia na regulacéo de fluidos corporais e como
componente dos 0SS0S (CINDRIC et al., 2013). Os
microelementos determinados foram Fe, Mn e Cu. Eles desempenham um papel
vital no funcionamento normal das enzimas no corpo humano (CVETKOVIC et
al., 2018). O principal constituinte da Salvia officinalis foi o Fe, cuja concentragéo
variou de 0,67 a 1,40 mg kg~'. O Fe atua no transporte de oxigénio dos pulmdes
para os demais 6rgaos, pois € um dos constituintes da hemoglobina (CINDRIC
et al., 2013).

O elemento encontrado em maior concentragéo foi o N (21,16 — 30,45 g
kg™"). O N é considerado essencial para o metabolismo de plantas e animais,
pois constitui proteinas, e a proteina animal é importante na dieta humana, e
como substituto, sdo necessarias pelo menos proteinas vegetais com qualidades
metabdlicas semelhantes (LIU et al., 2016). Concentrac¢des significativas de Al
(1,85-2,84 mg kg~') foram determinadas, o que pode indicar que Salvia officinalis
tem uma capacidade relativamente alta de acumular esse elemento. O consumo
de Al pode estar relacionado a ocorréncia da doenca de Alzheimer em humanos
(CINDRIC et al., 2013). De acordo com Chen et al. (2020) os reguladores de
crescimento promovem a absor¢ado de elementos téxicos pelas plantas, porém,
as razdes especificas para esses processos requerem mais pesquisas.

Com base nos resultados encontrados, o material vegetal que foi tratado
com acido abscisico apresentou maior concentragdo de N, K e Mn. As
concentracdes de Fe e Al foram maiores com a aplicagcao de acido abscisico e
giberelina. Esse aumento na concentragcao de Fe em resposta a aplicagao de
ABA e giberelina ja foi relatado na literatura em plantas de pimenta (JIMENEZ et
al., 2015). Esses autores relataram que o acido abscisico e a giberelina podem
ter algum papel no armazenamento e remobilizagcado de Fe em plantas de

pimenta, o que leva a um aumento na quantidade de Fe no fruto.
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A concentracdo de P foi maior com a aplicagdo de acido salicilico, no
entanto foi observada uma reducdo para os demais elementos minerais
estudados. As plantas de Salvia officinalis tratadas com acido salicilico
apresentaram maiores concentragées de K (11,6—-19,3 mg g' MS), P (2,2-2,7 mg
g’ MS) e Ca (13,2-15,2 mg g' MS) nas folhas, no entanto, o acido salicilico
reduziu a concentragdo de Cu (trago) (ES-SBIHI et al., 2020). Neste estudo,
também foi observada reducéo na concentragao de Cu em resposta a aplicagao
dos reguladores.

Nas folhas de tomate, a aplicagédo de giberelina aumentou a concentragao
de K e houve reducéo significativa de P, Mg e Fe (KHALLOUFI et al., 2017).
Alrashdi et al. (2017) observaram um aumento na concentragdo de N, P, K em
uvas tratadas com reguladores vegetais.

O aumento da concentragdo de elementos minerais em vegetais
tratadas com reguladores podem estar relacionadas a uma melhor capacidade
de permeabilidade da membrana e aumento do sistema radicular (KHANAM et
al., 2012). Neste trabalho, o acido abscisico promoveu o crescimento do sistema
radicular de Salvia officinalis, que pode ter interferido na absorg¢ao e acumulo de
elementos minerais.

A melhoria da composicdo mineral em resposta a aplicagcdo de
reguladores vegetais deve ser um fator de estudo, pois permite a produgéo de
alimentos com maiores concentracoes de elementos minerais essenciais a
saude humana (JIMENEZ et al., 2015).

O uso da Anadlise de Componentes Principais visa reduzir o
dimensionamento do conjunto de dados, estabelecendo variaveis ortogonais
(componentes principais) com o maximo de preservagao da informagéo possivel
nos dados. Os dados de concentracado dos elementos minerais (N, P, K, Fe, Cu,
Mn e Al), altura, didametro do caule, comprimento da raiz, numero de folhas,
flavonoides totais, compostos fendlicos totais, massa seca da parte aérea,
massa seca da raiz e a massa seca total foi utilizada como matriz de resposta.

Os dois principais componentes PC1 (40,1%) e PC2 (29,1%) foram
extraidos, explicando 69,2% da variancia acumulada. A Tabela 2 mostra quais

variaveis tiveram maior peso no modelo. PC1 esta relacionado principalmente
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aos elementos minerais Fe, Al (cargas positivas) e P, Cu (cargas negativas) e as
variaveis comprimento da raiz, flavonoides totais, compostos fendlicos totais,
massa seca da parte aérea, massa seca da raiz e massa seca total (cargas
positivas), enquanto PC2 esta relacionado aos minerais N, K e Mn (cargas
negativas) e as variaveis altura, diametro do caule e numero de folhas (cargas
positivas). O grafico de pesos, representado na figura 1, mostra a separagao das
variaveis em quatro grupos diferentes. A discriminagao foi possivel devido as
diferengas encontradas nas plantas estudadas de acordo com a aplicacéo dos
reguladores utilizados (acido salicilico, giberelina, acido abscisico) e as plantas

que nao receberam reguladores (C).

Tabela 2. Correlacdo das variaveis analisadas com o primeiro e segundo

componente.

Variaveis Coeficientes

PC1 PC2
Altura 0.13 0.34
Diametro do caule -0.11 0.38
Comprimento da raiz 0.28 0.11
Numero de folhas 0.07 0.40
MSPA 0.32 0.09
MSR 0.35 -0.004
MST 0.36 0.03
N 0.25 -0.29
P -0.24 0.23
K 0.12 -0.42
Fe 0.27 0.008
Cu -0.29 -0.22
Mn -0.05 -0.38
Al 0.19 -0.15
Compostos fendlicos 0.32 0.11
totais
Flavonoides totais 0.30 -0.04

MSPA: Massa seca da parte aérea; MSR: Massa seca da raiz; MST: Massa seca total;
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Figura 1. Grafico da anadlise dos principais componentes do crescimento e varivaveis
nutracéuticas de plantas de Salvia officinalis tratadas com reguladores de crescimento. Legenda:
ABA: acido abscisico; C: Controle (Solugdo sem reguladores); GA: giberelina; SA: acido salicilico.

A analise hierarquica de cluster € uma analise exploratéria que classifica
os dados com base nas semelhancas entre eles e uma das formas mais
utilizadas para visualizar o HCA & por meio de dendrogramas. O método de Ward
calcula quais dados devem ser agrupados com base na subtragdo da soma das
distancias quadradas de cada observacao da observagdo média em um cluster
(MURTAGH e LEGENDRE, 2014).

A figura 2 mostra o dendrograma obtido da analise de cluster hierarquico
usando o método de Ward e distancia euclidiana. E possivel observar que o HCA
agrupou as amostras em classes com base na similaridade dos dados
participantes das mesmas classes e nas diferencas entre amostras de diferentes
classes. Conforme visto no grafico de pesos da Analise de Componentes
Principais, € possivel classificar e visualizar as amostras de plantas estudadas
de acordo com os regulares aplicados em quatro grupos diferentes: controle,
acido salicilico, giberelina e acido abscisico.
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Figura 2: Dendograma do crescimento e variaveis nutracéuticas de Salvia officinalis tratadas
com reguladores de crescimento. Legenda: ABA: acido abscisico; C: Controle (Solugdo sem
reguladores); GA: giberelina; SA: acido salicilico.

Verificamos a possibilidade de classificar amostras de diferentes
grupos de tratamento baseados apenas em variaveis quimicas (composigao
mineral, flavonoides totais e compostos fendlicos totais) ou variaveis
agrondmicas como altura, didmetro do caule, comprimento da raiz, numero de
folhas, massa seca da parte aérea, massa seca da raiz e massa seca total.
Dessa forma, aplicamos SVM aos dados, que € um modelo de aprendizado de
maquina supervisionado. As amostras foram melhores classificadas usando o
modelo SVM Linear Kernel em comparagcdo com os modelos SVM Nao-Linear
como um kernel polinomial.

A avaliagdo do modelo por validagao cruzada de 5 vezes (CV = 5) exp0s
um precisdo média de 87,5% para amostras classificadas com base em variaveis
quimicas e 93,7% para classificagdo com base em variaveis agrondmicas. Este
resultado indica que as variaveis agronbémicas sao pouco mais eficientes na
classificagdo das amostras do que as quimicas. A qualidade do classificador
SVM foi avaliada por uma matriz de confusdo nos dados do teste e mostrou uma
taxa de sucesso de 100% em termos de previsdes de verdadeiros positivos e
falsos positivos.

A importancia das variaveis na classificagao das amostras por SVM linear
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€ mostrada nas Figuras 3 (A) e 3 (B). De acordo com os resultados, os teores de
Cu e N sao os atributos quimicos mais importantes para o classificador, enquanto
a altura e a massa seca da raiz sao os atributos fisicos mais importantes.
Graficos de superficie de decisao construidos com esses atributos podem ser

vistos nas figuras 3 (C) e 4 (D).
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Figura 3: Importancia das variaveis obtida por SVM com Kernel linear para atributos quimicos
(A) e atributos agrondmicos (B). Grafico de superficie de decisdo SVM com Kernel linear para:
Cue N (C); altura e massa seca das raizes (D). Legenda: 0 = Controle (solugdo sem reguladores),
1=SA: Acido salicilico, 2 = GA: Acido giberélico, 3= ABA: Acido abscisico.

CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a Salvia officinalis € uma boa fonte de
compostos fendlicos e flavonoides e que reguladores vegetais podem ser
utilizados para aumentar a biossintese desses compostos.

E possivel que os reguladores de crescimento ativem genes especificos

envolvidos na sintese da enzima fenilalanina amoénia liase, precursora da sintese
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de compostos fendlicos. Os compostos fendlicos possuem propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, por isso a Salvia officinalis tem potencial para
ser utilizada como aditivo natural em alimentos ou cosméticos. A aplicagao de
reguladores na Salvia officinalis também é uma ferramenta util para melhorar a
produtividade e absorgao de alguns elementos minerais essenciais para a saude
humana, mas em altas concentragbes, reguladores como o acido abscisico
podem prejudicar o desenvolvimento das plantas, por isso, mais estudos sobre
as concentragbes ideais de cada regulador sdo necessarios.

Fatores como composi¢cao mineral e espécies de plantas irdo determinar
absorcdo em maior quantidade. Neste estudo, o aplicativo ABA
aumentou a concentragao de N, K, Fe e Al. A giberelina foi eficiente em aumentar
a absorcdo dos nutrientes N, Fe e Al. Para o elemento mineral P, apenas as
plantas pulverizadas com acido salicilico apresentaram maior concentracdo que
o controle. Observou-se que os reguladores giberelina e acido salicilico
estimularam o crescimento da parte aérea e radicular, enquanto o acido
abscisico promoveu apenas o crescimento do sistema radicular de Salvia
officinalis. A aplicacdo de reguladores de crescimento também favoreceu a
producao de fotoassimilados.

A classificacdo das amostras usando support vector machine
concordaram com ferramentas ja tradicionalmente utilizadas em analises

exploratérias como PCA e HCA.
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Trichoderma spp. na indugao de compostos fendélicos e promogao de

crescimento em Salvia officinalis

Resumo - A Salvia officinalis é cultivada mundialmente para produg¢do do éleo
essencial, contudo o extrato da planta também é fonte de fitoquimicos, como os
compostos fendlicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o rendimento de massa
fresca e seca, teor de flavonoides e compostos fendlicos totais no extrato da
Salvia officinalis inoculada com Trichoderma spp. O experimento foi realizado na
area experimental do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas, na
Universidade Federal do Recétncavo da Bahia, Cruz das Almas. Sementes de
Salvia officinalis foram embebidas em uma suspenséo de Trichoderma spp. 107
esporos por uma hora, entdo foram semeadas em bandejas de polietileno. Apos
30 dias a semeadura, as plantulas foram transferidas para vasos com 5 dm? de
solo + humus de minhoca. Foram testados os isolados TCS 85 (Trichoderma
asperellum), TCS 29 (Trichoderma harzianum) e TCS 87 (Trichoderma
asperellum), mais a testemunha (agua esterilizada). A suspensdao com os
diferentes isolados de Trichoderma ssp. foi aplicada diretamente no solo (10 mL
por planta) e pulverizada nas folhas. As aplicagdes foram a cada 30 dias e aos
120 dias ap6s a semeadura, o experimento foi coletado, totalizando 4 aplicacoes.
O delineamento foi o inteiramente casualizado: 4 tratamentos, com 5 repeticoes;
cada repeticao com 5 plantas. A massa fresca e massa seca foram determinadas
com auxilio de uma balanca; O 6leo essencial foi extraido pelo método da
hidrodestilagao; Os flavonoides totais e fendlicos totais foram determinados pelo
método espectrofotométrico utilizando cloreto de aluminio e Folin ciocalteu,
respectivamente. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, com auxilio do aplicativo R. A inoculagdo com
Trichoderma spp. promoveu o aumento da massa seca da parte aérea, daraiz e
na concentragdo de compostos fendlicos totais de Salvia officinalis. Conclui-se
que os isolados estudados tém potencial para serem utilizados como
biofertilizantes no cultivo de Salvia officinalis.

PALAVRAS-CHAVE: plantas medicinais, microrganismos benéficos, compostos
biativos.
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Trichoderma spp. in the induction of phenolic compounds and growth

promotion in Salvia officinalis

Abstract — Salvia officinalis is cultivated worldwide for the production of essential
oil, however the plant extract is also a source of phytochemicals, such as phenolic
compounds. The objective of this work was to evaluate the yield of fresh and dry
mass, content of flavonoids and total phenolic compounds in the extract of Salvia
officinalis inoculated with Trichoderma spp. The experiment was carried out in the
experimental area of the Center for Agrarian, Environmental and Biological
Sciences, at the Federal University of Recéncavo da Bahia, Cruz das Almas.
Salvia officinalis seeds were soaked in a suspension of Trichoderma spp. 107
spores for one hour, then seeded in polyethylene trays. After 30 days of sowing,
the seedlings were transferred to pots with 5 dm? of soil + earthworm humus. The
isolates TCS 85 (Trichoderma asperellum), TCS 29 (Trichoderma harzianum) and
TCS 87 (Trichoderma asperellum), plus the control (sterilized water) were tested.
The suspension with the different isolates of Trichoderma ssp. was applied
directly to the soil (10 mL per plant) and sprayed on the leaves. The applications
were every 30 days and at 120 days after sowing, the experiment was collected,
totaling 4 applications. The design was completely randomized: 4 treatments,
with 5 replications; each repetition with 5 plants. Fresh mass and dry mass were
determined using a scale; The essential oil was extracted by the hydrodistillation
method; Total and total phenolic flavonoids were determined by the
spectrophotometric method using aluminum chloride and Folin ciocalteu,
respectively. Data were submitted to analysis of variance and means were
compared by Tukey's test, with the aid of the R application. Inoculation with
Trichoderma spp. promoted an increase in shoot and root dry mass and in the
concentration of total phenolic compounds of Salvia officinalis. It is concluded
that the studied isolates have the potential to be used as biofertilizers in the
cultivation of Salvia officinalis.

Keywords: medicinal plants; microorganisms benefits; bioactive compounds.
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INTRODUGAO

A Salvia officinalis € uma das espécies mais cultivadas do género e é
considerada uma planta de importancia comercial devido a presenca de
compostos bioativos, como os compostos fendlicos, que podem ser explorados
em industrias farmacéutica, cosmética, agricola e alimenticia (FARHAT et al.,
2016; KHIYA et al., 2019; CORREIA et al., 2022).

Os compostos fendlicos sao encontrados no 6leo essencial e extrato da
Salvia officinalis. Sao conhecidos por sua propriedade antioxidante e
antimicrobiana, por isso desempenham importante papel na prevengao e
tratamento de doengas (MARTINS, BARROS e FERREIRA, 2016; ESFANJANI,
ASSADPOUR e JAFARI, 2018). Assim, a planta pode ser utilizada como uma
alternativa aos antioxidantes e medicamentos sintéticos (DAMMAK et al., 2019;
KHIYA et al., 2019; CABARKAPA et al., 2020; AL-MIJALLI et al., 2022). Além das
propriedades antioxidantes e antimicrobianas, alguns compostos fendlicos
isolados a partir da Salvia officinalis podem ter atividade anti-inflamatoria (LI et
al., 2019).

Diferencas encontradas na literatura sobre a composi¢cdo quimica dos
extratos de uma mesma espécie vegetal, é resultado das condi¢gbes de cultivo
como temperatura, pluviosidade, caracteristicas do solo, bem como as
condigcbes de extracao (IMANE et al., 2020; PANDEY et al., 2020).

Tendo em vista a importancia desses compostos, pesquisadores buscam
técnicas de manejo que aumentem a concentragdo destes na planta. Alguns
trabalhos relatam que fungos como, por exemplo, micorrizas e Trichodermas
associam-se as plantas sem causar doencgas e exercem efeitos benéficos as
plantas medicinais e aromaticas (TARRAF et al., 2017; HASSIOTIS et al., 2018).

Quando inoculados antes do plantio, os microrganismos podem levar ao
estabelecimento precoce da planta. Além disso, podem controlar patégenos,
aumentar a produgédo de metabdlitos especiais, através da indugao de defesa e
promover o crescimento vegetal (SINGH et al., 2019; SHARMA et al., 2022).

Ainoculagdo com Trichoderma spp. pode aumentar a absorgcéo de alguns
elementos minerais essenciais para o crescimento e desenvolvimento vegetal,

mesmo em solos acidos (CONTE et al., 2022). Algumas cepas sédo capazes de
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produzir compostos como reguladores de crescimento, alterando o metabolismo
vegetal (BADER et al., 2019). O mecanismo de agao para controlar fitopatdgenos
e promover o crescimento depende de fatores como caracteristicas do solo,
interagdo com outros microrganismos, espécie vegetal e linhagem de
Trichoderma spp. estudada (STEWART e HILL, 2014; SHARMA et al., 2022;
SIRIN et al., 2022). Entre as principais espécies estudadas estao Trichoderma
harzianum e Trichoderma asperellum (MORANDI e BETTIOL, 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o rendimento de massa fresca e seca,
concentracédo de flavonoides e compostos fendlicos totais em Salvia officinalis

inoculada com diferentes isolados de Trichoderma spp.

Material e métodos

Material vegetal e condicoes experimentais

O experimento foi realizado na area experimental do Centro de Ciéncias
Agrarias, Ambientais e Biologicas, Universidade Federal do Recdncavo da Bahia,
Cruz das Almas, Bahia.

O solo utilizado € classificado como Latossolo Amarelo Distréfico e foi
coletado na area experimental da UFRB, Cruz das Almas- Bahia e a analise
quimica do solo foi realizada pelo Laboratério de Analise de Solo, Agua e Plantas
cujo pH: 6,0; P (mg/dm3): 61,09; K(mg/dm?3): 29,0; Na (mg/dm?3): 1,0;
Ca?*(cmol(c)/dm?): 2,8; Mg?*(cmol(c)/dm?): 1,5; Al**(cmol(c)/dm?): 0; H + Al: 1,7;
MO (%): 3,64. Como fonte de adubagado organica foi utilizado o humus de

minhoca, adquirido na fazenda experimental (MOREIRA et al., 2021).

Obtencao dos isolados de Trichoderma spp.

Os isolados de Trichoderma spp. séo da colegdo de microrganismos do
Laboratério de Microbiologia da UFRB, com identificagdo morfologica e
molecular (MASCARENHAS, 2016). Os isolados TCS 87 (Trichoderma
asperellum), TCS 85 (Trichoderma asperellum), obtidos de plantas de bananeira
em area produtiva de Bom Jesus da Lapa, Bahia, Brasil. O isolado TCS 29 foi
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(Trichoderma harzianum) foi obtido de solo de area de plantio de sisal da regido

sisaleira no municipio de Campo Formoso, Bahia, Brasil.

Inoculagao dos isolados de Trichoderma spp.

As sementes (Isla Sementes®) foram embebidas por uma hora em uma
suspensao de Trichoderma spp. de acordo com cada tratamento e depois foram
semeadas em bandejas preenchidas com substrato comercial Plantmax® a uma
profundidade de 0,5 cm. Apos 10 dias foi realizado o desbaste deixando uma
planta por célula e aos 30 dias apos a semeadura foram transferidas para os
vasos preenchidos com 5 dm? de solo e humus de minhoca (10%), dando inicio
a inoculacdo dos isolados. A suspensido com os diferentes isolados foi aplicada
diretamente no solo (10 mL por planta) e pulverizada nas folhas, na parte adaxial
e abaxial. As aplicagdes foram a cada 30 dias e aos 120 dias apds a semeadura,
o experimento foi coletado. No tratamento controle foi aplicado apenas agua
destilada esterelizada, seguindo o mesmo protocolo utilizado na inoculagédo dos

isolados.

Preparo da suspensao de esporos

Os isolados de Trichoderma TCS 87, TCS 85 e TCS 29 foram repicados
utilizando aproximadamente 5 mm de diametro e transferidos para placas de
Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) com nutrientes
diluidos para 1/5. Entédo foram incubados em B.O.D. com temperatura de 25+2°C
e fotoperiodo de 12 horas durante 7 dias. Apds este periodo, foi adicionado em
cada placa 20 mL de agua destilada estéril e uma gota de Tween 20®, com o
objetivo de suspender os propagulos fungico. Os conidios foram raspados com
uma algca de Drigalsky esterilizada por flambagem, posteriormente foi realizada
a contagem de esporos em camara de Neubauer para ajuste da suspensao na

concentragdo de 107,

Rendimento de massa fresca e massa seca
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No momento da coleta, foram pesadas a parte aérea das plantas com
auxilio de uma balanga portatil. Entdo o material vegetal foi levado a estufa a
45°C até atingir massa seca constante e foram pesados parte aérea e raiz

utilizando uma balancga analitica.

Preparo da solucao extratora

Foram pesados 0,2 g da amostra e adicionados 10 mL de solugéo
hidroalcodlica (50% EtOH) (DURLING et al., 2007). As amostras foram
sonicadas em banho ultrassénico (Elma Ultrasonic S10H ®, F.: 50/ 60 Hz, P.: 90
W, Alemanha) por 15 minutos. As solugdes foram filtradas e armazenadas no

congelador até o uso.

Determinagao dos compostos fendlicos totais da solugao extratora

Os compostos fendlicos totais foram determinados por espectrofotometria,
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, de acordo a metodologia proposta por
Moreira e Dias (2018), com algumas modificagdes. Uma aliquota de 300 pL da
amostra foi misturada com 400 uL do reagente de Folin-Ciocalteu e 1 mL de
Na2COs saturado. A absorbancia foi mensurada a 750 nm utilizando o
espectrofotdmetro (Tecnal®, Piracicaba, SP, Brazil). As analises foram realizadas
em ftriplicata e os resultados expressos em mg de acido galico (EAG) equivalente

por g de Salvia.

Determinacgao dos flavonoides totais da solugao extratora

A determinagao de flavonoides totais seguiu a metodologia proposta por
Abreu et al. (2017), com algumas modificagées. Em um baldo de 10 mL pegou-
se uma aliquota de 1 mL da amostra e posteriormente foi adicionado 2 mL de
solugao etandlica de AICI3 (5%, m/v). O volume foi ajustado com a solugao
hidroalcéolica (40%, m/v). Apds 30 minutos as analises foram realizadas
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utilizando um espectrofotdmetro (Tecnal®, Piracicaba, SP, Brazil) a 408 nm. As
analises foram realizadas em ftriplicata e os resultados expressos em mg de

quercetina (mgQE) equivalente por g de Salvia.

Extragao de 6leo essencial

A extracéo do 6leo essencial de Salvia officinalis foi realizada pelo método
de hidrodestilagdo. Foram pesados 25 g da massa seca da parte aérea de cada
tratamento e colocados no baldo de fundo redondo com capacidade de 2000 mL,
entao foi adicionado agua destilada até que o material vegetal fosse coberto. O
baldo foi acoplado em equipamento Clevenger aquecido com auxilio da manta
térmica. O processo durou 120 minutos, apds a condensagao da primeira gota.
Este processo foi realizado duas vezes para cada tratamento, totalizando 50 g
de amostra vegetal.

Para retirar o 6leo essencial foi utilizado a pipeta de Pasteur e pesado em
balanca analitica de alta precisdo para determinar o rendimento. O rendimento
do dleo foi calculado segundo a equagéo apresentada por Wei et al. (2018) e
analise é qualitativa.

Rendimento (%) = (massa do 6leo extraido/ massa do material seco) x
100.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento foi o inteiramente casualizado com um total de 4
tratamentos e cada tratamento com 5 repeti¢cdes. Cada repeticao formada por 5
plantas, totalizando 100 unidades experimentais. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias, comparadas pelo teste de Tukey, com 5% de
probabilidade de erro, foram realizadas com o auxilio do aplicativo R

Development Core Team (2011).

Resultados e discussoes
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Os resultados encontrados a partir da analise estatistica confirmam que a
inoculacdo com os isolados TCS 85, TCS 87 e TCS 29 interfere no rendimento
de massa seca da parte aérea, raiz e fendlicos totais de Salvia officinalis. Para
massa fresca da parte aérea e flavonoides totais ndo foram observadas
diferencas significativas (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento de massa seca da parte aérea, raiz e fendlicos totais de
plantas de Salvia officinalis inoculada com diferentes isolados de Trichoderma
harzianumm*

Tratamento MFPA MSPA MSR Flavonoides Fendlicos totais

(¢)] ()] (¢)) totais (mg (mg EAGI/Qg)
QE/qg)
Testemunha 24,47 5,02 B 280B 5,67 17,07 AB
TCS 87 26,15 548AB 2,75B 4,90 21,21 A
TCS 29 24,72 552AB 2,62B 5,20 16,50 AB
TCS 85 26,48 6 A 3,13A 554 14,11 B
CV (%) 7,12 8,34 5,68 13,39 21,11

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).
Onde MFPA: Massa fresca da parte aérea; MSPA: Massa seca da parte aérea; MSR: Massa
seca da raiz.

Os resultados mostram um aumento de até 16,3% no rendimento de
massa seca da parte aérea e da raiz das plantas de Salvia officinalis inoculadas
com TCS 85. Os mecanismos de agao do Trichoderma na promogao de
crescimento podem variar de acordo a cepa estudada, disponibilidade de
nutrientes, presenga de outros microrganismos, cultura estudada (MACHADO et
al.,, 2015; TARRAF et al.,, 2017; BADER et al. 2019). Algumas cepas de
Trichoderma podem solubilizar o P inorgéanico, tornando-o disponivel para planta,
Ou reprogramam a expressao génica, induzindo a planta a sintese de compostos
como os reguladores de crescimento ou metabdlitos especiais, que modificam o
metabolismo vegetal, resultando na alteragao da fisiologia da planta, como o
aumento das raizes e, consequentemente, favorecendo a absorcdo de
elementos minerais essenciais (CHEPSERGON, MWAMBURI e KASSIM, 2014;
STEWART e HILL, 2014; KHAN e MOHIDDIN, 2018; BADER et al., 2019). E
possivel também que isolados de Trichoderma produzam antioxidantes,
enzimaticos ou ndo enzimaticos, eficientes em hidrolisar as espécies reativas de
oxigénio (ERO’s), contribuindo para o crescimento e desenvolvimento vegetal
(ZHANG et al., 2019).
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A inoculagdo com Trichoderma facilita o estabelecimento de plantas
medicinais em solos pobres em nutrientes, visto que pode promover o0 aumento
da absorgdo de importantes minerais como NPK, mesmo em condigdes de
estresse abidtico, e isso pode refletir no acumulo de massa seca, teor de clorofila
e rendimento dos metabdlitos especiais (SINGH et al., 2019; ZHANG et al., 2019;
MOREIRA et al., 2021). Os microrganismos benéficos, como os Trichodermas
atuam por um ou mais mecanismos de agdo na promogao do crescimento e
podem ser utilizados como uma alternativa aos fertilizantes quimicos,
principalmente em cultivos orgénicos, contudo é importante encontrar linhagens
que estejam adaptadas as condigdes locais e a espécie vegetal cultivada.

Tarraf et al. (2017) relataram maior massa seca das folhas de Salvia
officinalis inoculadas com fungos micorrizicos Septoglomus viscosum e
Symbivit®, que disponibilizaram maior quantidade de P para as plantas,
evidenciando que a pratica de utilizar microrganismos benéficos & promissora
para esta cultura. Resultados semelhantes foram demonstrados por Samani et
al. (2018) em Salvia officinalis cuja maior massa fresca, seca e concentracao
maxima de pigmentos fotossintéticos foram encontrados nas plantas inoculadas
com Pseudomonas fluorescens e fungos micorrizicos, que podem ter fornecido
diferentes nutrientes a planta favorecendo o seu crescimento.

Estirpes de Trichoderma harzianum promoveram o crescimento, o
aumento no teor de clorofila, massa fresca e massa seca em plantas de Solanum
lycopersicum (BADER et al., 2019). A inoculagédo resultou no aumento das
variaveis altura, comprimento da raiz, massa fresca e massa seca em Gochnatia
polymorpha (MACHADO et al., 2015). Na espécie Oryza sativa observou-se o
crescimento da cultura, mesmo em condi¢cdes de estresse hidrico, em resposta
a inoculacao (PANDEY et al., 2016). O Trichoderma harzianum foi eficiente em
mitigar os efeitos causados pelo estresse salino em Cucumis sativa, além de
promover o crescimento da parte aérea e das raizes (ZHANG et al., 2019). Em
plantas de Mentha arvensis inoculadas com Trichoderma harzianum nao houve
diferenga estatistica para altura, mas foi observado aumento da massa fresca
(SINGH et al., 2019), diferente do que foi observado neste trabalho em que a

massa fresca das plantas nao diferiu entre si.
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Os compostos fendlicos desempenham importante papel no crescimento
e desenvolvimento vegetal, visto que sao importantes mecanismos de defesa
(KUBALT, 2016). O maior rendimento de compostos fendlicos foi observado nas
plantas inoculadas com TCS 87 (21,21 mg EAG/g), entretanto ndo diferiram
estatisticamente de plantas inoculadas com o TCS 29 (16,50 mg EAG/g) e sem
inoculagao (17,07 mg EAG/g). A concentracdo de compostos fendlicos nas
plantas inoculadas com os isolados TCS 87 aumentou em 33,48% quando
comparado com plantas inoculadas com o TCS 85 (14,11 mg EAG/g). Essa
variacdo no rendimento de compostos fendlicos totais em resposta aos
diferentes isolados pode estar relacionada com a produgao de reguladores de
crescimento, enzimas ou metabdlitos especiais que varia entre as cepas de uma
mesma espécie (SHARMA et al., 2022).

A atividade antioxidante ndo pode ser deduzida apenas em funcido da
concentracdo de compostos fendlicos, uma vez que a estrutura dos compostos
afeta a atividade, contudo geralmente observa-se uma relagdo entre a
quantidade de compostos fendlicos e atividade antioxidante (ALVES et al., 2017;
BELHAOUES, AMRI e BENSOUILAH, 2020). As melhores alternativas para os
antioxidantes sintéticos sdo os extratos de plantas (KHAN et al., 2019) e a Salvia
officinalis tem potencial para ser utilizada como agente antioxidante
principalmente quando inoculada com Trichoderma harzianum TCS 87.

Vosoughi et al. (2018) encontraram 0,25 mg EAG/g de compostos
fendlicos em Salvia officinalis. Dammak et al. (2019) relataram que o 6leo
essencial de Salvia officinalis possui 14,88 mg EAG/g de fendlicos totais, que
possivelmente sdo responsaveis pelas propriedades antioxidantes do dleo
essencial (BAKKALI et al., 2008).

O rendimento de dleo essencial encontrado no tratamento testemunha foi
de 0,62%. Nas plantas inoculadas com os isolados TCS 87, TCS 29 e TCS 85
foi de 0,58%, 0,73% e 0,90%, respectivamente. A partir de uma analise
qualitativa podemos inferir que a inoculagdo com o isolado TCS 85 proporcionou
o maior rendimento de dleo essencial nas plantas de Salvia officinalis, enquanto

que a maior concentragao de compostos fendlicos foi observado nas plantas
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inoculadas com o TCS 87. Possivelmente porque as rotas biossintéticas dos
terpenos e dos compostos fendlicos sao distintas (BAKKALI et al., 2008).

O rendimento de 6leo essencial encontrado neste estudo foi menor do que
o apresentado por Dammak et al. (2019) que relataram um rendimento de 1,36%
do dleo essencial de Salvia officinalis. Wei et al. (2018) encontraram 0,856% de
rendimento de 6leo essencial de Salvia officinalis, utilizando 100 g de massa
seca, enquanto neste trabalho utilizou-se 50 g. Essa diferenga encontrada na
literatura pode estar relacionada com as condi¢gdes ambientais de cultivo como
temperatura, umidade, caracteristicas do solo, bem como a idade da espécie em
estudo.

O rendimento do 6leo essencial de Salvia officinalis nao se diferiu em
funcdo da inoculagdo com dois fungos micorrizicos, em que observou-se 1,06%
para o tratamento controle e 1,23% e 0,88% para plantas inoculadas com
Symbivit® e Septoglomus viscosum, respectivamente, contudo foi observado
alteragdo na composicao quimica do 6leo essencial em resposta a inoculagéo
com os fungos (TARRAF et al., 2017). Samani et al. (2019) também nao
encontraram diferengas significativas no rendimento do 6leo essencial de Salvia
officinalis em funcdo do uso de biofertilizantes. Plantas de Mentha arvensis
inoculadas com Trichoderma harzianum associado a Brevibacterium
halotolerans obtiveram um rendimento de 6leo 42% superior quando comparado
aos demais tratamentos. E quando inoculadas somente com Trichoderma
também aumentaram significativamente o rendimento do 6leo (SINGH et al.,
2019).

O aumento na produgdao de metabdlitos especiais em resposta a
inoculagdo com os microrganismos pode ser resultado da defesa bioquimica que
as plantas possuem quando séo submetidas a condigdes adversas, tais como,
presenca de microrganismos ou mudancgas climaticas, isto €, microrganismos
presentes no solo como as bactérias fixadoras de nitrogénio ou Trichodermas
podem estimular o sistema de defesa vegetal ativando a resisténcia sistémica
induzida, protegendo-a de ataques futuros de microrganismos patogénicos
(KUBALT, 2016; TAIZ et al., 2017).



72

Conclusao

Os isolados de Trichoderma asperellum TCS 87 e TCS 85 tém potencial para
uso como biofertilizante no cultivo de Salvia officinalis por aumentar o rendimento
de massa seca e dos compostos fendlicos. Estudos futuros devem avaliar a
viabilidade de produgdo de um mix com TCS 87 e TCS 85 para ser inoculados

em diferentes espécies de plantas medicinais.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A composicao fitoquimica da Salvia officinalis ja estd bem elucidada na
literatura. Técnicas de manejo como o0 uso de reguladores de crescimento e
microrganismos benéficos, como os Trichodermas spp., podem favorecer a
germinagcdo de sementes, o estabelecimento das mudas e estimular o
crescimento e desenvolvimento vegetal. Além disso, atuam como elicitores, isto
€, ativam a resisténcia sistémica adquirida das plantas, aumentando a produgéao
de importantes metabdlitos especiais.

O uso de Trichodermas spp. pode aumentar a produtividade vegetal e
controlar patogenos. Além de nao ter o custo elevado, quando comparado com
a adubacdo quimica, pode ser utilizado por produtores da cadeia organica. O
principal entrave ainda é a dificuldade de encontrar produtos adaptados as
condicdes locais.

O oleo essencial e extrato da Salvia officinalis possuem atividade
antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria, por isso podem ser utilizados na
producdo de farmacos, como ingredientes alimentares substituindo os
antioxidantes sintéticos, cosméticos e biopesticidas. Contudo, apesar de ser
comum os estudos sobre a composicao fitoquimica e testes in vitro com a Salvia
officinalis, € importante que mais estudos in vivo sejam conduzidos para verificar

a viabilidade do uso desta planta em larga escala.



