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CAPITULO Il — Estresse por Al na producdo de Orégano (Origanum
vulgare L.)

RESUMO

O orégano é uma planta aromatica utilizada ao longo da histéria humana
como objetivo de valorizar e conservar as propriedades dos alimentos, sendo
considerado um antioxidante natural. Essa caracteristica estd associada as
substancias que sdo produzidas no seu metabolismo secundario. Sabe-se
que tal processo € influenciado por varios fatores de estresses aos quais a
planta esta submetida. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar a
influéncia do estresse por aluminio na produ¢do do orégano (Origanum
vulgare L.) em sistema hidropénico. O trabalho foi conduzido no Instituto de
Ciéncias agrarias da UFMG, em Montes Claros —MG, de setembro a
dezembro de 2013, em sistema NFT de cultivo, com cinco doses de aluminio
na forma de AICl;.6H,0O( 0; 1,25; 2,5; 3,25; 5 e7mgL™ de solucdo nutritiva)
como tratamentos, em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes e quatro plantas na parcela util. Ao final de 92 dias ap0s
semeadura, foram avaliados o rendimento de biomassa, o teor de prolina
livre, o teor de flavonoides totais, a atividade antioxidante (método de DPPH)
e 0 acumulo de nutrientes nas folhas. O estresse por aluminio causou
reducdo na producdo de biomassa do orégano, chegando a reduzir em até
50% o desenvolvimento da planta. Houve efeito de regressdo no teor de
prolina livre do orégano em fungdo das doses de aluminio, variando entre
0,48 pumol g*(dose 0) e 0,62 pmol g* (dose 7mg L™). Foi ajustada uma
equacgdo de regressdo quadratica para o teor de flavonoides totais (RE),
havendo um efeito negativo do estresse com a produgdo desse metabolito. O
valores de RE variaram entre 9,32 e 6,92 mg g'1 de material seco. A atividade
antioxidante também foi influenciada pelo estresse por aluminio. Ajustou-se
uma equacgdo quadréatica para a capacidade de reduzir o DPPH (CRDPPH);
os valores variaram entre 68,81% e 80,62%, com maior atividade na dose
préxima a 3,5 mg L™ de aluminio. Os valores referentes a capacidade do

extrato de reduzir o DPPH em 50% (ECsp) também tiveram uma equacéo
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guadratica ajustada, ocorrendo uma variacdo entre 127,14 ug L' e 83,62 Mg
L™. O estresse por aluminio causou redugdo doECs,, observando-se uma
correlacdo negativa entre RE e a CRDPPH e positiva entre o RE e ECs,.
Destaca-se ainda, que o0 estresse por aluminio provocou também a
diminuicdo no teor acumulado de todos os nutrientes avaliados. Nesse
sentido, conclui-seque 0 estresse por aluminio ocasionou reducdo na
biomassa do orégano e interferiu na producdo de alguns metabdlitos

secundarios e no acumulo de nutrientes.

Palavras-chave: Metal toxico, plantas condimentares, antioxidante,

metabolismo secundario, flavonoides.
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CHAPTER Il - Stress per Al in the production of Oregano (Origanum

vulgare L.)
ABSTRACT

Oregano is an aromatic plant used throughout human history in order to value
and conserve the properties of food, being considered a natural
antioxidant.Such characteristic is associated with the substances that are
produced in its secondary metabolism.It is known that this process is
influenced by various stress factors to which the plant is subjected.In this
context, the aim of this study was to evaluate the influence of stress per
aluminum in the production of oregano (Origanum vulgare L.) in hydroponic
system.The work was conducted at the Agricultural Sciences Institute of
UFMG, Montes Claros - MG, from September to December 2013 in NFT
cultivation system with five aluminum doses in the form of AICI3.6H20 (O,
1.25, 2.5; 3.25; 5 and 7 mg L™ of nutrient solution), as treatments, in a
completely randomized design with four replications and four plants in the
useful portion.At the end of 92 days after sowing they were evaluated the
yield of biomass, the free proline content, the content of total flavonoids,
antioxidant activity (DPPH method) and the accumulation of nutrients in the
leaves. The stress per aluminum caused reduction in biomass production of
oregano, reaching reduce up to 50% plant development.There was effect of
regression on free proline of the oregano content in function of aluminum
doses varying from 0.48 umol g™ (dose 0) and 0.62 umol g™ (dose 7 mg L™).It
was adjusted a quadratic regression equation for the total flavonoid content
(RE), having a negative effect of stress with the production of that

metabolite. The RE values varied between 9.32 and 6.92 mg ¢ t

dry
material. The antioxidant activity was also influenced by stress per aluminum.lIt
was adjusted a quadratic equation for the ability to reduce DPPH (CRDPPH);
values varied from 68.81% to 80.62%, with greater activity on the next dose to
3.5 mg L™ of aluminum.The values referents to the ability of the extract to
reduce DPPH in 50% (ECso) also had a quadratic equation adjusted,

occurring a variation between 127.14ug L"and 83.62ug L™.The stress per
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aluminum caused reduction of ECsgg, noting a negative correlation between RE
and CRDPPH and positive between RE and ECs.It stands out even that the
stress per aluminum also caused the decrease in the accumulated content of
all assessed nutrients.In that sense, it is concluded that the stress per
aluminum caused a reduction in the biomass of oregano and interfered in the

production of some secondary metabolites and in nutrient accumulation.

Keywords: Toxic Metal, condimental plants, antioxidant, secondary

metabolism, flavonoids.
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CAPITULO | REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

A familia Lamiaceae possui um grande nimero de espécies aromaticas
largamente utilizadas na culinaria como especiarias, com o intuito de que as
propriedades organolépticas dos alimentos sejam valorizadas (BOZIN et al.,
2006). Além disso, essas espécies apresentam atividades farmacoldgicas
importantes (SOUZA; LORENZI, 2012).

De acordo com Ribeiro e Diniz (2008), o orégano (Origanum vulgare
L.), um dos representantes mais conhecidos deste grupo, € uma planta
aclimatada na América do Norte e nas regifes aridas da América do sul
(Chile e Argentina), sendo cultivada extensamente para fins culinarios,
principalmente devido ao seu alto teor de dleo essencial.

Essa planta também é rica em muitos metabdlitos, como os
flavonoides e, em razdo da sua composicdo, é considerada um importante
antioxidante natural na conservacao de alimentos. (BENCHIKHA et al., 2013).

Varios fatores séo citados como influenciadores deste metabolismo,
conhecido como secundério, nas plantas, tais como sazonalidade,
temperatura, disponibilidade de &gua, horario de coleta, ataque de
patégenos, estresse nutricional e estresse por metais toxicos no solo
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; COSTA, et al., 2007; MOSSI, et al., 2011).

Dando destaque ao estresse por metais, o aluminio € o metal mais
abundante na crosta terrestre, geralmente esta presente em solos acidos
além de ser toxico para as plantas. O estresse por esse metal é destacado
como um dos fatores que influenciam o metabolismo secundario de varias
plantas, podendo interferir tanto no teor e composicdo quimica do éleo
essencial, quanto na producédo de flavonoides (MOSSI et al., 2011).

Por outro lado, a resposta da planta diante da exposicdo a niveis
criticos desse metal pode variar muito conforme a tolerdncia e
particularidades da espécie (EPSTEIN; JUNIOR BLOOM, 2006).

Nesse sentido, o sistema de cultivo utilizado pode influenciar

diretamente na resposta da planta. Sob essa perspectiva, o sistema
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hidropbnico de producdo se apresenta como uma boa alternativa para o
cultivo de plantas medicinais e aromaticas, por possibilitar o controle de
fatores abidticos que, em sistemas tradicionais, ndo seriam controlados de
forma eficiente (MARTINEZ; CLEMENTE, 2011).

Embora exista um corrente interesse da comunidade cientifica por
essas especiarias (Hossain et al., 2010), sdo escassos o0s estudos voltados
para a influéncia do estresse por aluminio no metabolismo secundario do
orégano.

Diante do exposto, objetivou-se com este estudo avaliar a influéncia do

estresse por aluminio no orégano cultivado em sistema hidropénico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Origanum vulgare L.

A familia Lamiaceae possui grande quantidade de espécies
medicinais e aromaticas e abrange cerca de 300 géneros e 7500 espécies.
Tais espécies podem ser encontradas em muitas regiées, mas com particular
ocorréncia na regido Mediterranea, em uma area cultivada de
aproximadamente 500 mil hectares em todo o globo (SOUZA; LORENZI,
2005).

O orégano (Origanum vulgare L.), um dos representantes mais
conhecidos da familia Lamiaceae, € uma planta nativa da regido
mediterranea da Europa, Norte da Africa e Oriente Médio. Aclimatada na
América do Norte e nas regides aridas da América do sul (Chile e Argentina),
sendo cultivada extensamente para fins culinarios (RIBEIRO E DINIZ, 2008).
E uma planta herbacea, perene, ereta, aromatica, de hastes algumas vezes
arroxeadas, de 30 — 50 cm de altura. Possui folhas simples, esparso-
pubescentes, de 1 — 2 cm de comprimento, com flores dispostas em
glomérulo e reunidas em inflorescéncias paniculadas terminais (LORENZI;
MATOS, 2002).

O orégano é uma importante planta aromatica utilizada em muitos
paises para aromatizar alimentos, sendo os principais paises envolvidos na
producdo e exportacdo: México, Grécia, Israel, Albania, Marrocos e Turquia
(QUIROGA et al., 2013).

Na Argentina o O. vulgare é a erva aromatica cultivada mais
importante, ndo s6 pela area plantada (cerca de 80%), mas também pela
demanda de uso e de mercado por parte da populacdo (DAMBOLENA et al.,
2010).
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2.2 Potencial do orégano

Na literatura tém sido observados varios estudos abordando o
potencial de utilidades do orégano, principalmente para a inddstria. Essa erva
possui um rendimento de 6leo essencial de aproximadamente 0,15% na
planta seca, e 0s principais compostos majoritarios encontrados sdo c-
terpineno (32,10%), o a-terpineno (15,10%), p-cimeno (8,00%) e timol
(8,00%) (QUIROGA et al., 2015).

Devido ao seu alto teor de 6leo essencial, o orégano é utilizado como
condimento na preparagdo de alimentos. Como planta medicinal, esta erva é
utilizada para tratar dores de estdbmago e também como diurético (CINTRA e
MANCINI FILHO, 2001;BERNAL GOMEZ,2003). Esta planta possui ainda
acdo diurética, digestiva, orexigena, analgésica, anti-inflamatoria e
antisséptica (bactericida, antifingico, antiviral). E aplicada também no
tratamento de doencas respiratérias diversas, tais como rinites, traqueites,
traqueobronquites, e como antitussigeno. Além disso, estudos apontam o
orégano como sendo uma planta de alta atividade antioxidante (SOUZA,
2005; RIBEIRO; DINIZ, 2008).

Entre as vérias plantas medicinais e arométicas estudadas, o orégano
e seus produtos derivados, tais como extratos de diferentes naturezas, 6leo
essencial e seus constituintes quimicos, tém mostrado eficiéncia no combate
ao crescimento e sobrevivéncia de bactérias e fungos contaminantes de
alimentos, bem como inibindo a producdo de toxinas microbianas (SOUZA et
al., 2005).Ressalta-se ainda, que orégano é considerado uma especiaria cujo
sabor é de alta aceitacdo pelos consumidores de todo o mundo (Yanishlieva
et al., 2006). Em virtude de suas propriedades, essa planta se destaca como
uma importante fonte de compostos antimicrobianos viaveis na utilizacdo em
sistemas de conservacéo de alimentos (SOUZA et al., 2005).

Em outros estudos, relacionados a nutricdo animal, foram observados
gue através da implementagdo do p6 de orégano na racéo de patos, obtém-
se uma carne de melhor qualidade cujas propriedades sdo mantidas por mais
tempo (PARK et al., 2015).
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Fasseas et al. (2007), avaliaram o efeito do 6leo essencial do
Origanum vulgare L. e de Salvia divinorum no armazenamento de carne
bovina. Nesse estudo, foi percebida uma redugéo significativa na oxidagéo do
alimento no periodo avaliado, garantindo-se uma melhor conservacdo do
produto.

A forma de utilizacdo da planta na indUstria pode ser muito ampla,
Benchikha et al. (2013) compararam a atividade antioxidante do extrato
etandlico das folhas do orégano com o 6leo essencial pelo método de DPPH
e um padrdo comercial BHA. Houve diferenca significativa entre os
tratamentos, e foi percebida maior eficiéncia do extrato etandlico (ECs, de
15,3 pg/mL) em relagéo ao 6leo (ECsy de 150,3 ug/mL) e ao BHA (ICg, de
28,27 uyg/mL).

Alguns ensaios agrondmicos tém sido realizados com o intuito de
potencializar as caracteristicas medicinais dessa planta. Bernardi Filho (2007)
testou a influéncia de laminas de irrigacdo no cultivo de orégano. Nesse teste
foi observado efeito significativo dos tratamentos, sendo que a lamina de
100% da Evaporacdo do Tanque Classe (ECA) Amm dia® apresentou
melhores resultados para massa fresca e para o teor e o rendimento do 6leo
essencial.

2.3 Metabolismo secundario das plantas e seus fatores

Os compostos originarios da biossintese vegetal podem ser divididos
em primarios (lipidios, glicidios, peptideos entre outros) e secundarios
(alcaloides, flavonoides, terpenos e outros) (SIMOES, 2010).

Os terpenos, também chamados de terpenoides, sdo formados por
unidades de isopreno, incluindo-se nesse grupo os 6leos essenciais e 0s
glicosidios cardioativos. Representam a classe mais diversificada de produtos
naturais encontrados em plantas, com milhares de estruturas relatadas e
grande nimero de aplicagdes farmacéuticas e industriais (LANGE; AHKAMI,
2013).

De acordo com Probst (2012), as misturas complexas de terpenos e

alguns outros compostos volateis, sintetizados pelas plantas aromaticas, sao
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conhecidos como 6leos essenciais (OEs). Nos Ultimos anos, o estudo desses
OEs resultou na descoberta de muitas substéncias e na elucidacdo da
diversidade que envolve esses produtos naturais (BAKKALI et al., 2008).

Os componentes dos Oleos essenciais podem apresentar
concentracées variadas, mas, de maneira geral, dois ou trés desses
componentes sdo considerados como majoritarios; sendo utilizados na
indUstria de alimentos, farmacéutica e até mesmo agricola, uma vez que nao
apresentam riscos genotéxicos alongo prazo (BAKKALI et al., 2008).

Entre os mais conhecidos compostos fendlicos destacam-se os
flavonoides que, na planta, estdo relacionados com a pigmentacédo de flores,
frutas e folhas, principalmente pela agdo das antocianinas, e ao crescimento
e desenvolvimento das plantas, protegendo-as contra possiveis infec¢des e
lesbes (GHARRAS, 2009). Sabe-se que os flavonoides possuem diversas
propriedades e representam uma classe quimica muito importante de
metabolitos secundérios, sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e
possuem estrutura diversificada (TAYLOR; GROTEWOLD, 2005).

Os flavonoides também estdo envolvidos em mecanismos de
resisténcia de varias espécies vegetais contra aluminio no solo, por meio da
formagdo de um complexo estavel, para diminuir o efeito toxico do metal
(BARCELO; POSCHENRIEDER, 2002). A eficacia da ac&do antioxidante de
algumas espécies depende de sua concentracdo no vegetal (MELO et al.,
2006).

Dessa forma, a quantificacdo de flavonoides totais é uma importante
caracteristica que pode ser avaliada em espécies vegetais. Tal avaliagdo
pode ser feita por meio da espectrofotometria na regido do UV/Visivel, de
maneira que esses compostos sejam expressos na forma de rutina
equivalente (RE mg/g de extrato), através de uma reagdo de complexacao,
utilizando-se um padrao comercial com estrutura quimica comum a todos os
flavondides como a rutina (BENCHIKHA et al., 2013).

Cada vez mais, tem sido comum a realizacdo de ensaios com o intuito
de entender melhor a resposta da planta aos estimulos ambientais na
producédo dos seus metabdlitos. O excesso ou a deficiéncia de algum fator de

producdo para a planta é caracterizado como situacdo de estresse,
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estimulando o vegetal a produzir esses compostos responsaveis pelo seu
efeito medicinal (MARTINS et al., 2000).

2.4 Atividade antioxidante

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que,
quando em pequenas quantidades, seja capaz de retardar ou inibir processos
oxidativos tais como a lipoperoxidacdo (ATOUI et al, 2005; CHUN et al.,
2005). O estresse oxidativo e os danos causados as biomoléculas vém sendo
largamente associados as diversas doencas, tais como cancer, doencas
cardiovasculares, aterosclerose, acidente vascular cerebral, hipertensdo
arterial, inflamacéo, diabetes mellitus, obesidade, desordens neurolégicas e
as doengas de Alzheimer e Parkinson (VALKO et al., 2007).

O teste de DPPH consiste na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) por compostos antioxidantes, produzindo um decréscimo na
leitura de sua absorbancia (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Essa técnica é
muito utilizada em amostras de material vegetal com o intuito de analisar o
efeito da eliminacdo de radicais livres. Como radical livre, 0 DPPH tem uma
banda de absor¢do na regido do visivel a 517 nm, perdendo essa
propriedade quando protonado por um composto antioxidante.

Os organismos aerobios desenvolveram diversas formas de defesas
antioxidantes numa tentativa de minimizar os danos oxidativos (CALLONI,
2014). Quando esses mecanismos de protecdo antioxidante se tornam
ineficientes por fatores como a idade, a deterioragcdo das funcdes fisioldgicas
pode ocorrer resultando em doencas e aceleracdo do envelhecimento
(MORAIS et al., 2006).

Estudos apontam que uma alimentagdo rica em compostos
antioxidantes reduz o risco de inimeras doencas. Vale ressaltar, todavia, que
a medi¢do de um composto antioxidante pode nédo explicar completamente as
propriedades antioxidantes de um extrato vegetal utilizado como alimento.
Outros compostos, ndo necessariamente envolvidos naquela acéo

antioxidante, também devem ser considerados (SCALZO, 2008).
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Na literatura sé@o citados varios ensaios em que se utiliza o teste de
DPPH para varias espécies vegetais, incluindo-se nesse grupo O.vulgare.
Teixeira et al.(2013). Vale frisar que o extrato etandlico de orégano possui
uma atividade antioxidante 20 vezes superior ao 6leo essencial da planta.
Benchikha et al.(2013) também afirmam que o orégano possui uma atividade
antioxidante muito superior a alguns produtos sintéticos com o BHA(2,3-terc-
butil-4-hidroxianisol). Esses autores também recomendam a utilizacdo de

extrato etandlico na realizacdo de ensaios desta natureza para a espécie.

2.5 Toxidez e estresse por Al nas plantas e seus fatores

Geralmente, 0 excesso ou a deficiéncia de algum fator de producéo
para a planta é caracterizado como situagcdo de estresse, podendo estimular
0 vegetal no seu metabolismo secundéario (MARTINS et al., 2000).

Nos solos brasileiros ocorre intenso processo de intemperismo o qual
favorece a remocéo dos nutrientes catibnicos que, associados a presenca de
aluminio ou manganés, tornam os solos &cidos (ALVES, 2012). Essa
realidade ndo é diferente em Minas Gerais, onde a maioria dos solos,
notadamente os da regido de vegetacdo de Cerrado, mesmo dotados de
boas propriedades fisicas, apresentam, geralmente, caracteristicas quimicas
inadequadas, tais como: elevada acidez, altos teores de Al trocavel e
deficiéncia de nutrientes, especialmente de Ca, Mg e de P (ALVAREZ,
RIBEIRO, 1999).

O aluminio é o metal mais abundante na crosta terrestre.Sua forma
trivalente (AI”®) inibe o crescimento radicular (EPSTEIN; JUNIOR BLOOM,
2006). Sua toxidade é considerada como o principal fator limitante ao
crescimento das plantas em solos fortemente acidos com pH menor que 5,0
(KIDD et al., 2001).

Entretanto, os efeitos da acidez, causadores de limitagbes na producéo
de muitas culturas, podem ser minimizados por meio de um bom manejo.
Nesse sentido, a calagem figura como a melhor alternativa de manejo para a

correcdo da acidez, uma vez que além de anular os efeitos toxicos causados
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pela presenga do aluminio e manganés, fornece calcio e magnésio ao solo
(SOUSA et al., 2007).

Em cultivos tradicionais a calagem tem se mostrado muito eficiente,
mas no cultivo de plantas medicinais esse processo deve ser feito com
cautela e embasamento cientifico, ja que algumas plantas dependem dessa
situacdo de estresse no solo para o seu melhor desenvolvimento e para o
seu metabolismo secundéario (COSTA et al., 2007).

A base fisiolégica do dano causado pelo aluminio na planta ndo é
muito bem elucidada. Sabe-se que esse metal se liga fortemente a doadores
de oxigénio, incluindo-se os grupos das carboxilas, fosfatos e sulfatos, bem
como a componentes celulares tais como proteinas e nucleotideos
(EPSTEIN; JUNIOR BLOOM, 2006).

2.6 Estresse por Al no cultivo de plantas medicinais e arométicas

Levando-se em consideracdo os fatores de estresse que influenciam
no metabolismo secundério das plantas, a exposicao de plantas medicinais e
aromaticas ao aluminio em ambientes controlados pode ser vista como uma
ferramenta produtiva no sistema utilizado (MOSSI et al.,, 2011). Nessa
perspectiva, Barcelos e Poschenrieder (2002) destacam que os flavonoides
estdo envolvidos em mecanismos de resisténcia de vérias espécies vegetais
contra aluminio no solo, por meio da formagdo de um complexo estavel,
diminuindo o efeito téxico do metal.

A resposta da planta diante da exposi¢éo a niveis criticos desse metal
pode variar muito conforme a tolerancia e particularidades da espécie. Souza
et al. (2010), avaliando o efeito da calagem e da adubacdo organica na
producdo de Lippia citriodora ,observaram que a correcdo do solo, além da
aplicacdo de esterco de curral, se mostrou eficiente para o desenvolvimento
da espécie. Por outro lado, isso ndo refletiu em maior teor de 6leo essencial
da planta. Corroborando essa analise, Mossi et al. (2011), num estudo mais
detalhado, avaliaram populacdes de Cunilagalioides Benth em sistema
hidropdnico sob estresse de Al (na forma de AICI;.6H,0). Através daquele

estudo, percebeu-se que o teor de flavonoides aumentou significativamente
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nas populag@es tolerantes ao aluminio, mas nao influenciou no rendimento
de extracdo de 6leo essencial nem no teor dos compostos majoritarios.

Pavan e Bingham (1982) consideram o Al® a forma mais téxica do
aluminio. Para que essa forma seja alcancada, tais autores recomendam que
0s experimentos, avaliando-se o efeito desse metal, devem ser mantidos a
um pH de 4 £ 0,2 na solucdo nutritiva, pois essa é a melhor faixa para que

esta forma téxica seja atingida

2.7 O ajustamento osmatico e a prolina

Quando estdo sob estresses ambientais, 0os vegetais se utilizam de
varios mecanismos complexos que contribuem para tolerar tais condigcdes.
Como exemplo tem-se o ajustamento osmotico, que € caracterizado por um
acumulo intracelular de solutos osmoticamente ativos, sendo considerado um
dos mecanismos mais eficientes para a tolerdncia ao estresse hidrico
(VIEIRA JUNIOR et al., 2007).

Entre os solutos compativeis ou osmoprotetores presentes nesse
processo, destacam-se a glicina betaina, o manitol, o pinitol e a prolina.
Esses compostos, mesmo em concentragfes elevadas na planta, néo
causam efeito toxico (BRAY et al., 2000). A prolina é um dos 20 aminoacidos
presentes nas proteinas de todos os organismos vivos e tem sido relatada
como um importante osmoprotetor em muitas plantas (MOLINARI, 2007).

Foi observado que o acumulo de prolina ndo esta associado somente
as plantas que se desenvolvem sob condicbes de estresse hidrico, mas
também pode ser verificado em plantas sobcondicdes de estresse por
aluminio (VALDES et al.,, 2012). Nesse sentido, Zaifnejad et al. (1997)
sugerem que os mecanismos fisioldgicos envolvidos no estresse hidrico e por
aluminio devem ser similares. Dessa forma, quantificar esse composto no
vegetal submetido a estresse por aluminio torna-se uma ferramenta (til para

que um pouco dos mecanismos de tolerancia envolvidos sejam conhecidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do estresse por aluminio na producéo, na atividade
antioxidante, no acumulo de nutrientes, no teor de flavonoides e de prolina

livre em orégano (Origanum vulgare L.) cultivado em sistema hidropdnico.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar a influéncia do estresse por Al na producdo de
biomassa;

e Determinar a influéncia do estresse por aluminio na concentracao
de flavonoides na atividade antioxidante;

e Determinar teor de prolina nas folhas de orégano em condicfes
de estresse por Al,

e Analisar a influéncia do estresse por Al no acimulo de

macronutrientes e micronutrientes nas folhas de orégano.
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4 INTRODUGAO

O constante interesse na substituicdo de antioxidantes sintéticos por
naturais em alimentos tem resultado em um grande ndmero de estudos sobre
caracterizagdo de matérias-primas e identificagdo de novos compostos
antioxidantes de fontes vegetais (DEL RE; JORGE, 2012). Muitos estudos
tém sido realizados com a finalidade de encontrar produtos naturais com
atividade antioxidante, com destaques para as plantas condimentares
(Hossain et al., 2010).

As propriedades desses condimentos sdo associadas a presenca de
alguns compostos como: carvacrol, flavonoides e terpenos, tais como
apigenina, di-hidrocampferol e di-hidroquercetina (Arcila-Lozano et al., 2004).
Esses compostos sdo produzidos pelo metabolismo secundario ou especial,
que é caracterizado por ndo estar diretamente envolvido nos processos de
crescimento, desenvolvimento e reproducéo na planta. Contudo, os produtos
desses compostos proporcionam as plantas algumas vantagens evolutivas
como controle de patdégenos, radicais livres etc. E, por outro lado, possuem
acéo terapéutica nos seres humanos (SIMOES et al., 2004).

Mesmo sendo utilizadas ha muito tempo, os mecanismos envolvidos
na producdo desses metabdlitos em plantas arométicas e medicinais ainda
sdo pouco conhecidos e suas caracteristicas podem ser de extrema
importancia para que plantas mais produtivas e com maior resisténcia sejam
obtidas (FIGUEIREDO; MIGUEL, 2010).

O aluminio é o metal mais abundante na crosta terrestre, geralmente
esta presente em solos 4cidos, sendo toxico para as plantas. O estresse por
esse metal é caracterizado por influenciar o metabolismo secundéario em
vérias espécies vegetais. Esse metal pode, ainda, influenciar tanto no teor e
composicdo quimica do 6leo essencial, quanto na producédo de flavonoides
(MOSSI et al., 2011). E importante pontuar, porém, que a resposta da planta
diante da exposi¢do a niveis criticos do aluminio pode variar muito conforme
a tolerancia e particularidades da espécie.

A familia Lamiaceae possui um vasto nimero de espécies aromaticas

conhecidas por suas aplicacdes farmacolégicas (SOUZA; LORENZI, 2012) e
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também pelo uso culindrio. Como especiarias, estas espécies possuem a
capacidade de valorizar as propriedades organolépticas dos alimentos
(BOZIN et al., 2006).

O orégano (Origanum vulgare L.), um dos representantes mais
conhecidos desse grupo, é uma planta aclimatada na América do Norte e nas
regibes aridas da América do sul (Chile e Argentina). E cultivada
extensamente para fins culinarios, principalmente, devido ao teor e
composicgao do 6leo essencial (RIBEIRO; DINIZ, 2008).

Essa planta é rica em muitos outros metabdlitos, como os flavonoides
e, devido a essa composicdo complexa, é considerada um antioxidante
natural, sendo muito utilizada na conservacgdo de alimentos. (BENCHIKHA et
al., 2013). Essa especiaria possui sabor altamente apreciado pelos
consumidores ao redor do mundo, recebendo destaque pelas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes (Yanishlieva et al., 2006).

Embora exista um corrente interesse da comunidade cientifica por
essas especiarias (Hossain et al., 2010), sdo escassos os estudos voltados
para a influéncia do estresse por aluminio no metabolismo secundéario do
orégano.

Diante do exposto, objetivou-se com esse estudo avaliar a influéncia
do estresse por aluminio no cultivo do orégano em sistema hidropénico,
avaliando-se o rendimento de biomassa, teor de flavonoides totais, atividade

antioxidante, teor de prolina livre e acimulo de nutrientes nas folhas.

4.1 Material e métodos

4.1.1 Conducéo do experimento na casa de vegetacao

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/JUFMG), em
Montes Claros - MG, entre os meses de setembro e dezembro de 2013. O
clima da regido, segundo a classificacdo de Kdppen, € do tipo Aw tropical
guente Umido, com duas estagBes bem definidas, um verdo quente e

chuvoso e um inverno frio e seco.
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Os tratamentos consistiram em cinco doses de aluminio, sendo O
(testemunha), 1,75; 3,5; 5,25 e 7,0mg de Al por litro (aplicado na forma de
AICl3.6H,0) em solugcdo nutritiva, com quatro repeticdes em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro plantas por unidade experimental.

O sistema hidropénico adotado foi o NFT (“Nutrient Film Technic”) ou
Fluxo Laminar de Nutrientes, sendo que a solucao nutritiva utilizada foi a
proposta por Furlani (1998), diluida a 50%, na fase final de producao,
conforme recomendacao de Santos (2005).

A condugéo do estudo foi divida em trés fases: semeadura, bercario e

leito definitivo de producgédo (aplicacdo dos tratamentos).

4.1.2 Fase de semeadura

As sementes utilizadas de Origanum vulgare L. foram da marca
Topseed Garden®. A semeadura foi realizada no dia 01/09/2013 em espuma
fendlica com células de 2x2x2cm. Inicialmente a espuma foi lavada em agua
corrente, com o objetivo de retirar oS compostos remanescentes oriundos do
processo de fabricagdo do material que o acidificam. Posteriormente, foram
feitos pequenos furos de 0,2 cm de profundidade onde foram colocadas trés
sementes por célula e cobertos com vermiculita. A espuma foi mantida em
bandeja plastica, onde foi umedecida com solugdo nutritiva diluida em25%,
trés vezes ao dia, até o inicio do processo de germinagdo, que ocorreu por
cerca de sete dias.

Quando as plantulas formaram o segundo par de folhas (Figura 1), por
volta de duas semanas, foram transplantadas para os perfis menores de 50

mm, passando para a segunda fase, o bercgario.
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FIGURA 1- Plantulas de Origanum vulgare L. com duas semanas apés a
semeadura em espuma fendlica. ICA/ UFMG — Campus Montes Claros.
Fonte: do autor.

4.1.3 Fase de bercario

Esta etapa teve como objetivo possibilitar o desenvolvimento inicial das
plantas. A estrutura do bercario foi composta por oito perfis de 50 mm por 2
m de comprimento e com espagamento de 10cm entre canais e 10 cm entre
orificios, abastecido por um reservatorio de 60L (Figura 2).

Nesta fase as plantas foram irrigadas com solucédo nutritiva a25%, por
meio de uma minibomba de aquéario (vazdo de 0,15 L s™), até serem
transplantadas para o perfil. O acionamento do equipamento foi controlado
por um temporizador analdgico, sendo programado para intervalos de 15
minutos, no periodo das 6:00 as 20:00h. No intervalo de 20:00 as 6:00h o

acionamento era feito a cada 45 minutos, permanecendo 15 min. ligada.
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FIGURA 2 - Estrutura de bercario utilizada na producéo de Origanum vulgar L
ICA/ UFMG — Campus Montes Claros-MG.
Fonte: Do autor.

Apo6s 21 dias no bercario, quando as plantas apresentaram quatro
pares de folhas definitivas (Figura 3) e sistema radicular aparente, foram
transplantadas para o leito definitivo de producdo, com os devidos

tratamentos, iniciando-se a terceira fase.



FIGURA 3 - Plantulas de Origanum vulgare L. com 21 dias apds semeadura
na fase de berc¢ério. ICA/ UFMG — Campus Montes Claros-MG.
Fonte: do autor.

4.1.4 Fase definitiva de producéo e aplicacéo dos tratamentos

Nesta fase, a estrutura era composta por duas bancadas de trés
metros de comprimento por 1,5 m de largura, com seis perfis de 100 mm em
cada bancada e com espacamento de 18 cm entre canais e 25 cm entre 0s
furos e inclinacdo de 2%. Cada dois perfis eram abastecidos por um
reservatério plastico de 30 litros independente, conectado a uma bomba de
pequena poténcia (32 Watts, com vazdo de 0,35 | s™). A programagcédo do
temporizador foi a mesma utilizada na fase anterior.

ApO6s o sistema montado, foi feito o transplantio das mudas,
considerando-se como unidades experimentais quatro plantas, totalizando 16

plantas por tratamento (Figura 6).
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4.1.5 Solugdo nutritiva

Nas fases iniciais do desenvolvimento da planta (semeadura e
bercério), foi utilizada a solugéo Furlani (1998) diluida em 25%. Nessa etapa
o pH foi mantido entre 6 e 6,5 e a condutividade elétrica (CE) entre 0,8 e 1,2
uS cm™.

Na etapa final de desenvolvimento da planta, a solucdo foi mais
concentrada (50%), entretanto, com a concentracdo de fdsforo (P) reduzida
(1,5 mg.L™) a fim de evitar a precipitagdo do aluminio (Al) na forma de fosfato

de aluminio (AIPO,) (MARTINEZ; CLEMENTE, 2011).

No que se refere a preparacdo dos tratamentos, inicialmente foi feita a
solucdo nutritiva, em reservatério com 300 L de capacidade, com quantidade
suficiente para os cinco reservatérios de 30L. Posteriormente, o pH da
solugéo foi ajustado para 4+0,2, utilizando-se acido cloridrico (HCI 11mol L )
e hidréxido de sodio (NaOH 1mol L) (MARTINEZ; CLEMENTE, 2011).
Cumpre mencionar que durante todo o experimento foi utilizada agua
desionizada. Ulteriormente, foi feita a distribuicdo da solucdo nutritiva para
cada reservatério e feita a diluicdo do cloreto de aluminio hexahidratado
(AICI;.6H,0) nos devidos tratamentos.Ao longo de todo o experimento,
diariamente, os reservatorios eram completados com 4gua até o nivel inicial e
feitas as medicbes de CE, pH, e temperatura (T) da solu¢cdo nutritiva, por
meio de medi¢Bes diretas com condutivimetro (modelo HI-98127- HANNA
instruments) e medidor de pH (modelo HI-98311- HANNA instruments)
portateis. Posteriormente, eram feitas as corre¢cdes desses fatores quando
necessério. Para o ajuste da CE, foi utilizada uma solucdo de reposicao,
também proposta por Furlani (1998), sendo feita a reposicdo de nutrientes
proporcional a diminuicdo da CE.

A cada quinze dias, toda a solucéo do sistema era renovada, sendo
preparada uma nova solucdo nutritiva e feita uma nova aplicagcdo dos
tratamentos, sempre iniciando o processo pelo tratamento menos

concentrado para o mais concentrado, para evitar contaminagoes.
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TABELA 1
Constituintes quimicos para o preparo de 1000 litros de solugao nutritiva,
conforme proposta do Instituto Agronémico de Campinas (Furlani 1998),
diluidos em 50% e utilizados no cultivo de orégano (Origanum vulgare L.),
ICA/JUFMG, Montes Claros-MG.

N° Sal ou fertilizante G1000 L™ NutrienteFornecido
1 Nitrato de célcio especial 375 N e Ca

2 Nitrato de potassio 250 N eK

3 Fosfato monoamdnio (MAP) 5,76 NeP

4  Sulfato de magnésio 200 Se Mg

5 Sulfato de cobre 0,075 SeCu

6 Sulfato de zinco 0,25 Zn

7 Sulfato de manganés 0,75 Mn

8  Acido borico 0,75 B

Molibdato de sodio (Na;MoO,
9 2H,0) 0,075 Mo

10 Rexolin M48 (EDDHMA) 7,965 Fe

Fonte: Adaptado de Furlani et al. (1998).

4.1.6 Teor de Prolina Livre

Para a andlise do teor de prolina livre foi ultilizada a metodologia de
Bates (1973). Foram coletadas (0,5g) de folhas frescas em cada parcela, as
guais foram maceradas em nitrogénio liquido. Seguidamente, o material foi
homogeneizado em uma solugcdo (10 mL) de &cido sulfosalicilico(3%) e
filtrado em papel de filtro quantitativo. Uma aliquota (2 mL) foi retirada e
acrescentados2 mL de ninhidrina e acido acético glacial (2 mL), em tubos de
ensaio, levado ao banho maria por 1 hora, a temperatura de 100 °C. Apés

esse periodo, foi feito um banho de gelo e entdo adicionados tolueno (4 mL),
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seguido de agitacdo por 20 seg. Subsequentemente, foi feita a leitura de
absorbancia a 520 nm em espectrofotdmetro na regi@io do UV/Visivel,
utilizando o tolueno como branco.

A curva de calibracdo da prolina foi feita por meio de leituras em

triplicatas (Grafico 1).

1,2 ~

y =0.9937x + 0.0025
1 4 r2=0.9972

0,8 -

0,6 -

Absorbancia

04 -

0,2 -

O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Prolina (ug mL?1)

GRAFICO 1 - Curva de calibracdo da prolina em etanol, metodologia de
Bat{as (1973). Absorbéncia em funcdo da concentracdo de prolina em pg
mL".
Fonte: Do autor.

A faixa de concentracdo de prolina foi ajustada para atender aos
limites de absorbancia, conforme a Lei de Lambert-Beer (0,2 a 0,8 de
absorbancia). Os teores de prolina livre foram calculados com base na massa

fresca das folhas de acordo com a equacéo:

li
pgproiina 1 tolueno
mL

115,5 ug umol~1
g de amostra
5

umol de prolina g~'de massa fresca =

4.1.7 Colheita do Material Vegetal

No que tange a colheita das plantas, essafoi feita aos 92 dias ap6s a
semeadura (figura 4). O procedimento ocorreu no periodo da manha e, logo

apoés, por meio de uma balanca semianalitica, foi determinada a massa
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fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca das folhas (MFF), massa fresca
do caule (MFC) e massa fresca total (MFT). O material foi acondicionado em
sacos de papel e levado para secar em estufa a 45°, até atingir peso
constante. Apds a secagem, foram determinadas as caracteristicas: massa

seca total (MST), massa seca do caule (MSC), massa seca das folhas (MSF).

4.2 Andlise de flavonoides totais e atividade antioxidante

4.2.1 Preparo de amostras

As plantas, depois de colhidas, foram destacadas em caule, raiz e
folhas e colocadas para secar em estufa a 45° até atingirem peso constante.
Para o preparo dos extratos foram utilizadas amostras compostas de 0,5g de
folhas secas das quatro plantas em cada parcela, para 10 mL de etanol
(100%). A mistura foi colocada em agitacdo constante por 24h e
posteriormente filtrado em papel de filtro quantitativo, determinando o volume
final obtido. O material foi armazenado no escuro, coberto por papel aluminio
e utilizado para fazer as andlises de flavonoides totais e atividade
antioxidante (DPPH).

FIGURA 4 - Origanum vulgare L. com 92 dias ap0s semeadura, cultivado em
sistema hidropdnico. Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG/Montes Claros,
2013.

Fonte: Do autor.
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4.2.2 Preparo da curva padréo de rutina para anélise de flavonoides

Inicialmente, foi preparada uma solugéo estoque de rutina (Img mL™)
em etanol (100%). Em tubos de ensaio, foram colocadas aliquotas de 100,
150, 200, 250 yuL e completados os volumes para 5ml com etanol, ficando
com a concentracdo final de 0,01, 0,015, 0,020, 0,025 e 0,30 mg mL’
Y(BENCHIKHA et al. 2013).

Para a reacéo, foi preparada 25mL de solu¢do aquosa de AICl; (5%)
que foi colocada para reagir com as diferentes diluicdes de rutina, em um
tubo de ensaio com volume final de 10mL na proporgéo de 1:1, por 30min.
Posteriormente, foi feita a leitura em espectrofotbmetro em triplicata a 405
nm, utilizando-se o etanol mais agua como branco. A partir dos valores
médios de absorbéncia, foi feita a regresséo apresentada no Grafico 2.

0,4 -
0,35 -~
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -
O T T T 1
0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

Concentracdo (mg mL-1)
do Eixo

y=11,72x + 0,0076
r=0,989

Absorbancia

GRAFICO 2 - Curva padréo da rutina, para analise de flavonoides totais em
Origanum vulgare L. ICA/ UFMG — Campus Montes Claros-MG.Absorbéncia
em funcado da concentracéo de rutina, mg mL™.

Fonte: Do autor.

4.2.3 Reacdo do extrato + AlCl; e interpretacdo dos dados
Em um tubo de ensaio adicionou-se 250 pL do extrato e 4,75 mL de

etanol, completando o volume de 5 mL. Seguidamente, a solugdo foi

colocada para reagir com 5 mL de AICI; por 30 min no escuro, e feitas as
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leituras em espectrofotdmetro (405 nm) em triplicatas(BENCHIKHA et al.
2013).

As leituras de absorbancia obtidas foram substituidas na equagédo da
reta tracada anteriormente, resultando nos valores da concentracdo de
Rutina Equivalente na solugdo (mg mL™),considerando-se todo o volume da
reacdo. Mais tarde, esses valores foram convertidos para o rendimento de
cada extrato (g mL™) sendo possivel, dessa forma, relacionar o valor de RE

com a massa seca de cada parcela.

4.2.4 Avaliacéo da atividade antioxidante (DPPH)

A avaliacé@o da atividade antioxidante pelo método de DPPH foi feita de
acordo com a metodologia de Teixeira et al. (2013). Inicialmente, foi
preparada uma solucéo estoque do extrato na proporcdo de 1 ml de extrato
em 25ml de etanol (100%). Desta solucdo foram retiradas aliquotas de 1, 2,
3, 4 e 5 ml e completado o volume para 5 mL em tubos devidamente
identificados de 1 a 5. Posteriormente, foram retirados 600 uL de cada tubo e
adicionados 6 mL de uma solugdo etandlica de DPPH (0,024 mg mL'l) para a
reacdo, por 30min, no escuro. Foi feita a leitura em espectrofotdmetro a 517
nm utilizando o DPPH com etanol como branco. Também foi feita a leitura do
erro na reacdo o qual era composto por 600uL de cada extrato em 6mL de
etanol.

Para cada ponto de diluicdo foi calculada a capacidade de reduzir o

DPPH (%) de acordo com a seguinte formula:
CRDPPHY% = A, _(A; — Ae)/ Ap x 100

CRDPPH% = Capacidade de reduzir o DPPH em %
A, = Absorbéancia do branco
A= Absorbéancia da reacéo

A. = Absorbéncia do erro



40

A seguir, foi feita uma curva da capacidade de reduzir o DPPH
(CRDPPH%) em fung@o das concentragBes de cada extrato na reagéo
(ugmL'l). Na equacéo da reta, considerando CRDPPH em 50%, foi calculado

o coeficiente de inibicdo ECso (ug mL™).

4.2.5 Aciimulo de nutrientes minerais

A analise foliar foi realizada visando a determinacédodos teores de
macro e micronutrientes nas folhas. Foram preparadas amostras compostas
para cada tratamento, sendo encaminhadas ao Laboratério da empresa
Campo — Centro de Tecnologia Agricola e Ambiental em Paracatu-MG,
utilizando-se a metodologia descrita por Malavolta et al. (1997). O acumulo
de macronutrientes (mg planta™) e micronutrientes (ug planta™) foi calculado

pelas seguintes expressoes :

Massa seca das folhas (mg) x Conc.do Nut.(dag kg™1)
Amacro = 100

Anmacro = Aciimulo de macronutrientes por planta em mgplanta-1.

Massa seca das folhas (mg) X Conc.do Nut. (mg kg™1)
Amicro = 1000

Anicro = Acumulo de micronutrientes por planta em ugplanta-1.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia da
regressdo e as equacdes foram ajustadas testando-se os coeficientes de

regressédo pelo Teste t.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Producéo de biomassa

No que concerne aos resultados, o estresse por aluminio ocasionou
reducdo na producdo de biomassa no orégano. Uma equagédo quadratica foi
ajustada para as caracteristicas massa fresca total (MFT) e massa fresca da
parte aérea (MFPA). Ja para amassa fresca da raiz (MFR), foi ajustada uma
equacao de regressao linear (Gréfico 3). De maneira geral, o estresse por Al
chegou a reduzir pela metade o desenvolvimento total da planta. No sistema
radicular, a dose mais concentrada (7 mg/mL) ocasionou reducdo de cerca

de 35% em sua producdo de massa fresca.

>0 OMFT | - 0,067%*x? - 10,521%*x + 44,592 R? = 0,99
45

40 mMFPA Y =0,5436%*x? - 5,6836%*x + 24,916 R? = 0,9448
35 A MER y =-1,7829**x + 16,548 r* = 0,81
30
25
20
15

10

Massa (g)/planta

0 T T T T 1
0 1,75 3,5 5,25 7

Niveis de aluminio (mg L")

GRAFICO 3 — Producdo de massa fresca total (MFT), massa fresca da parte
aérea (MFPA) e massa fresca da raiz (MFR), no cultivo hidropdnico de
Origanum vulgare L. submetido a estresse por Al. (g) = gramas, (dose) =
dose de Alem mgL'l. ICA/ UFMG — Campus Montes Claros.

Nota: ** significativo a 1% pelo Teste t.

Fonte: Do autor.

De acordo com Epstein e Junior Bloom (2006) o mecanismo fisioldgico
envolvido no dano causado pelo estresse por aluminio ndo é muito bem

elucidado. Acredita-se, todavia, que ele se liga fortemente a grupos doadores
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de oxigénio, interagindo com a parede celular e a membrana plasmatica,
assim como a componentes celulares como proteinas e nucleotideos. Toda
essa interacdo negativa resulta, entre varias consequéncias, na diminuicao
do sistema radicular, reduzindo-se a area de absorcéo e desenvolvimento da
parte aérea. No sistema hidroponico, utilizado no presente estudo, obteve-se
88 plantas por m?, valor bem superior ao observado em sistemas tradicionais
de canteiros no solo, onde é possivel alocar 22 plantas nessa mesma area
(BERNARDI FILHO, 2007).

Nesse estudo, o maior rendimento de MFPA foi de 25g referente a
testemunha. Para a mesma espécie, Marques et al. (2009) avaliaram a
influéncia de laminas de irrigacdo no solo, sendo que o tratamento com
melhores resultados apresentou média de 160g de MFPA por planta.

Santos et al. (2005) avaliaram, em sistema hidropénico NFT,
concentracdes da solucdo de Furlani (1998) no cultivo de Origanum vulgare
L., sendo que o tratamento com concentracdo de 50% (solucdo utilizada
nesse estudo de estresse por aluminio) apresentou melhores resultados para
a producdo da planta.Ainda de acordo com esses autores, para a massa
seca das folhas (MSF) observou-se média de 10,68g.No presente estudo, a
testemunha atingiu producao média de 4,073g (Grafico 4).
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GRAFICO 4-Producdo de massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
das folhas (MSF), no cultivo hidropénico de Origanum vulgare L., submetido a
estresse por Al (g) = gramas, (dose) = dose de Al em mgL™. ICA/ UFMG.
Nota: ** significativo a 1% pelo Teste T.

Fonte: Do autor.

Mesmo com o baixo rendimento ndo foi constatada morte nas
parcelas, indicando que os niveis de aluminio testados ndo representam
valores extremos de toxidez para essa espécie. Resultado similar também foi
observado por Mossi et al. (2011) para Cunila galioides Benth., avaliando-se

um intervalo de concentracéo semelhante.
5.2 Teor de Prolina Livre

Os teores de prolina livre variaram entre 0,46 e 0,6 pmolg™ de material
fresco. A dose mais concentrada de Al (7mgL"lde solucdo) proporcionou
aumento de cerca de 30% no teor desse metabdlito (Gréafico 5). Resultados
semelhantes foram encontrados por Valdes et al. (2012) em seu estudo com
orégano mexicano (Lippia graveolens H.B.K.) submetido ao estresse por
Cu2+, Fe”" e NaCl, em que também houve efeito positivo de actimulo de
prolina nas plantas estressadas. Ainda de acordo com esse autor, foi
observado um aumento em mais de 200% no aclumulo, se comparado a

testemunha, nas plantas submetidas ao estresse por Fe?* (0,1563 mML™).
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GRAFICO 5 — Teor de prolina livre em fungio de diferentes doses de Al, em
orégano, expresso em pmol g™, (dose) dose de Al em mgL™. Al ICA/ UFMG —
Campus Montes Claros-MG.

Nota: ** significativo a 1% pelo Teste T.

Fonte: Do autor.

Os intervalos de concentracdo de prolina observados nesse estudo
foram inferiores aos obtidos por Alvarenga et al. (2011) em seu trabalho
como alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) (0,2485 a 3,2421 umolg™)
submetido a estresse hidrico. Tais valores sdo bem inferiores aos observados
por Marin et al.(2006) no cultivo de guandu (Cajanus cajan) sob estresse por
aluminio (2 a 6 umolg™). Este fato indica que a producdo desse metabdlito
pode variar de acordo com a espécie e o tipo de estresse que esta envolvido.

Giannakoula et al. (2008) salientam que a prolina presente em
pequenas quantidades nas plantas é considerada um osmoélito muito
importante para o ajustamento osmaético de plantas sob estresse hidrico e de
toxidez por Al, desempenhando funcdo osmoprotetora. De modo geral, o
acumulo de prolina é considerado um importante parametro de selegdo de
plantas tolerantes a estresses (MANIVANNAN et al., 2007). No presente
estudo, pdde-se perceber que o orégano se apresentou como uma planta
acumuladora de prolina. Destarte, sugere-se a existéncia de mecanismos

fisiolégicos bem especificos de resisténcia ao estresse por Al.
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5.3 Andlise de flavonoides totais

Os teores de flavonoides totais, expressos na forma de rutina
equivalente (RE), variaram entre 6,92 e 9,32 mgg'l de material seco no
orégano (Gréafico 6). Para essa caracteristica foi possivel ajustar uma
equacao de regressdo quadratica. As médias das plantas submetidas aos
tratamentos ficaram bem préximas ao valor de RE da amostra comercial
(8,45 mgg™) utilizada no experimento. De maneira geral, os resultados
observados séo inferiores aos obtidos por Benchikha et al. (2013) em seu
estudo de caracterizacdo de duas espécies do género: Origanum vulgare
(36,63 mg/g) e O. majorana (57,65 mgg'l), utilizando a mesma metodologia
de analise.

Costa et al. (2007) avaliaram a influéncia da calagem no
desenvolvimento inicial de fava-d’anta Dimorphandra mollis, esses autores
verificaram que o aumento das doses de calcario resultou em redugédo no
desenvolvimento total da planta, mas néo afetou o teor de flavonoides totais,
confirmando a adaptabilidade da planta a solos de Cerrado, que sé&o

caracterizados por apresentar pH baixo e elevada saturacdo por aluminio.

$ y =0,0719**x2 - 0,7175**x + 9,1815
g R?=0,66
wl
e .
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GRAFICO 6 - Teor de flavonoides totais, expressos na forma de rutina
equivalente (RE) em mg/g, no orégano, Origanum vulgare L. submetido a
doses de aluminio (mg/L), em sistema hidropbnico de cultivo. ICA-
UFMG/Campus Montes Claros.

Nota: ** significativo a 1% pelo Teste t.
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Fonte Do autor.

Véarios autores sugerem que os flavondides atuam como um
mecanismo de defesa das plantas e apontam que os fatores ambientais
também estdo envolvidos na sintese destes metabolitos, como o estresse por
aluminio (Sosa et al., 2005; Taylor; Grotewold, 2005). Isso foi percebido por
Mossi et al. (2011) em seu estudo com poejo (Cunila galioides Benth.),
espécie também adaptada a solos de Cerrado. Ainda de acordo com esses
autores, foi constatado que o estresse por Al ocasionou reducdo no
rendimento de biomassa nas plantas, mas, por outro lado, aumentou o teor
de flavonoides nos acessos resistentes ao metal.

Sosa et al. (2005) destacam que as diferencas encontradas na
producéo de flavonoides para a mesma espécie geralmente sdo atribuidas a
fatores genéticos. Entretanto, variagbes quantitativas e qualitativas entre as
populacdes podem ser impostas pelos diferentes papéis ecoldgicos
desempenhados por estes compostos, produzidos em resposta as condicdes
ambientais.

Suzuki et al. (2005) sugerem que a quantificacdo de flavonoides em
espécies vegetais pode ser Util na selecéo de plantas resistentes a estresse,
podendo ser um indicativo de gendtipos tolerantes e ajudando na
compreensdo do mecanismo de resisténcia em plantas submetidas a
estresse por aluminio.

Os resultados do presente estudo evidenciam que a producdo de
flavonoides foi afetada negativamente pelo estresse por aluminio. Isso pode
ser associado ao fato de a regido de origem da espécie em estudo
(mediterrdnea da Europa) ndo apresentar abundancia de ambientes com
solos acidos e com elevada saturacdo por aluminio (SOUZA; LORENZI,
2005). Dessa forma, o estresse por aluminio provavelmente nédo foi um fator

envolvido no processo de evolugdo dessa espécie.
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5.4 Andlise da atividade antioxidante

Foi ajustada uma equacdo de regressdo quadratica para a
capacidade de reduzir o DPPH (CRDPPH) do orégano submetido a estresse
por aluminio. Nesse estudo a CRDPPH do extrato para a maioria dos
tratamentos ficou préxima a 80% (Grafico 7), sendo esse um indicativo
importante para determinar a existéncia de atividade antioxidante de forma
satisfatoria no extrato e calcular o coeficiente de inibicdo (ECsq) do mesmo
(LIU et al., 2008).

A testemunha (dose 0) foi o tratamento que apresentou menor
CRDPPH, indicando que os tratamentos influenciaram na producdo dos
compostos antioxidantes. Pdde-se perceber a méxima atividade antioxidante
na dose de 3,94 mg L™" de aluminio. Doses mais concentradas indicaram

acao antagdnica do metal para essa caracteristica.

y =-0,69**x2 + 5,4419**x + 69,922 R*>=0,76
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GRAFICO 7 - Capacidade de reduzir o DPPH (CRDPPH) do extrato etanolico
do orégano, Origanum vulgare L submetido a doses de aluminio.

Nota: ** significativo a 1% pelo Teste t.

Fonte: Do autor.
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O coeficiente de inibicdo (ECsy) do extrato etandlico do orégano
submetido a estresse por aluminio sofreu efeito de regressdo quadréatica. O
ECso variou entre 83,495 e 127,145 pg, sendo a testemunha (dose 0) que
apresentou menor atividade antioxidante (Grafico 8). Esses resultados
indicam que o aumento da dose de aluminio ocasionou um aumento na
atividade antioxidante, sendo necessario, dessa forma, menor concentracéo
de extrato para reduzir o DPPH a 50% da concentracdo inicial utilizada no

teste.
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GRAFICO 8- Capacidade de consumir o DPPH em 50% (ECso) do extrato
etandlico do orégano, Origanum vulgare L, submetido a diferentes doses de
aluminio. (ICsp) = Coeficiente de inibicdo em pg mL™?, (dose) = Dose de
aluminio em mg/L de solugéo nutritiva.

Fonte: Do autor.

Muitos autores ressaltam a existéncia de uma relacdo direta na
atividade antioxidante das plantas com teor de fendis totais para muitas
espécies vegetais. Por outro lado, para o orégano nao foi percebida uma
relagdo dessas variaveis (TEIXEIRA et al.,, 2013; Kulisic et al., 2005),
indicando a importancia de um grupo mais restrito de compostos para essa
caracteristica.

Nesse sentido, Mossi et al. (2011) apontam os flavonoides como um
importante grupo quimico responsavel pela inibicdo de radicais livres. No

presente estudo, percebeu-se uma correlacdo positiva (0,9134*) do teor de
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flavonoides totais (RE) com oECs, (tabela 2) e negativa para a CRDPPH (r=-
0,8683*).

TABELA 2
Correlacao do teor de flavonoides totais na forma de rutina equivalente
(RE) e a capacidade de reduzir o DPPH em 50% (ECs,) da atividade
antioxidante pelo método de DPPH, do orégano submetido a estresse por

aluminio.
Variavel Observacdes Correlacao de
Pearson (r)
RE x ECsy 5 0,9134*
RE x CRDPPH 5 - 0,8683*

Fonte: do autor.

Nota: * significativo a 5% de probabilidade pelo Teste t.

Esses resultados sdo opostos aos observados por Spagolla et al.
(2009) em frutos de mirtilo “Rabbiteye” (Vaccinium ashei), em que notou-se
uma correlagéo positiva com o teor de flavonoides e a CRDPPH. No presente
estudo, pdde-se inferir que os flavonoides totais ndo sdo o principal grupo
quimico responsavel pela atividade antioxidante da espécie submetida a
estresse por aluminio.

Atoui et al. (2005) apontam que a atividade antioxidante desses
compostos esta relacionada a algumas caracteristicas estruturais. Mesquita
Filho (2008) destaca também que essas caracteristicas dependem do
namero e configura¢@o dos grupos hidroxil nos fenais.

De maneira geral, os compostos envolvidos na atividade antioxidante
da espécie possuem natureza complexa.Carboni (2013) avaliou
concentracdes de solucéo nutritiva na atividade antioxidante do O. vulgare L.
e, consoante este autor, ndo foi percebida diferenca significativa ao final do
ciclo de cultivo, sugerindo que fatores nutricionais tém pouca influéncia no
metabolismo de espécies sequestradoras de radicais livres para essa planta.
No presente estudo, também nédo foi percebida relacdo da producdo desses

compostos com o estresse por aluminio.
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5.5 Acimulo de nutrientes nas folhas

Macronutrientes

No presente estudo ndo foi constatada deficiéncia visual de
macronutrientes em nenhuma das parcelas. Para o potassio (K) e nitrogénio
(N) foi ajustada uma equacdo de regressao quadratica (grafico 9) para o
acumulo de nutrientes.

Houve uma reducdo no acumulo de fosforo (P), célcio (Ca), magnésio
(Mg), potéssio e enxofre (S) com o acréscimo de aluminio na solugdo nutritiva
do sistema (grafico 9 e 10). Esses resultados estdo em consonancia com o
estudo de Silva et al. (2010) relativo a cultivares de trigo submetido a
estresse por aluminio, em que também houve redugcdo no acumulo de
nutrientes.

Silva et al. (2013) salientam que a absor¢éo de célcio e magnésio sdo
afetadas pela presenca de aluminio na solugdo nutritiva para cultivares de
aveia. Ainda de acordo com esses autores, existe uma correlacdo entre o
nivel de tolerdncia ao aluminio com a capacidade de absorcdo destes
elementos, representando uma varidvel a ser empregada na selecdo de
genotipos mais eficientes. De acordo com Assis et al. (2011), o nivel de 100
mg dm®de calcio em solucdo nutritiva favoreceu o desenvolvimento do
sistema radicular e da parte aérea das plantas de feijoeiro, inibindo a toxidez
de aluminio. Mossi et al. (2011) também pontuam que a absor¢éo de calcio,

para muitas espécies, é prejudicada pelo estresse por aluminio.
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GRAFICO 9 - Teor acumulado de macronutrientes nas folhas de orégano
submetido a estresse por aluminio. Célcio = (Ca),, potassio = (K), nitrogénio
(N), (dose) = doses de aluminio em mg L™, (mg planta™).

Nota: ** significativo a 1% de probabilidade pelo Teste T.

Fonte: Do autor.
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GRAFICO 10 - Teor acumulado de macronutrientes nas folhas de orégano
submetido a estresse por aluminio. Fdsforo = (P), magnésio = (Mg), enxofre =
(S), (dose) = doses de aluminio em mg L-1, (mg planta-1).

Nota: ** significativo a 1% de probabilidade pelo Teste T.

Fonte: Do autor.

Cumpre dizer que o nutriente ndo implicou em limitagdo ao
desenvolvimento do orégano apesar das baixas doses de fésforo (1,5 mg L™)
disponibilizadas no sistema, devido & natureza do trabalho. Isso pode ser
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associado ao fato de a solucdo nutritiva ser trocada semanalmente para
amenizar as perdas da forma téxica do aluminio.

O nitrogénio também teve seu acumulo influenciado pelo estresse por
aluminio. A testemunha chegou a acumular o dobro de nitrogénio em relacao
a dose mais concentrada de aluminio (grafico 9).

Garlet (2007), avaliando espécies de Mentha cultivadas em hidroponia,
verificou que o0 N, o Ca e o0 K, representam 0s macronutrientes mais
acumulados por essas plantas. No presente estudo, esses nutrientes também

foram os mais acumulados no orégano submetido a estresse por aluminio.
Micronutrientes

Foi ajustada uma equacdo de regressdo para o acumulo de
micronutrientes nas folhas do orégano submetido a estresse por aluminio
(gréfico 11 e 12).

O cobre (Cu) foi o micronutriente menos acumulado pelo orégano,
chegando a ter uma reducdo de quase 50% no seu acUmulo. Em outros
experimentos com estresse por aluminio, em cultivares de arroz, Silva (2007)
apontou 0 Mn como o micronutriente menos acumulado.

O ferro foi 0 micronutriente mais acumulado pelo orégano. O estresse
por aluminio chegou a causar reducédo de cerca de 70% no acumulo desse
nutriente nos tratamentos com as doses mais concentradas de aluminio.
Essa variacdo abrupta resultou no aparecimento de sintomas de deficiéncia
de ferro no final do ciclo de cultivo, nos tratamentos T4 (5,25mg L™) e T5 (7
mg LY (figura 4). Resultados semelhantes também foram observados por

Garlet (2007) em plantas da familia Lamiaceae.
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2500 1 #Fe  y=50,061*x?-504,69*x + 1907 R*=0,91
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GRAFICO 11 - Teor acumulado de micronutrientes nas folhas do orégano,
submetido a estresse por aluminio. (dose) = doses de aluminio em mg/L,
(pgplanta'l) = quantidade de nutriente acumulado por planta. Ferro = Fe,
manganés = Mn.

Nota: ** significativo a 1% de probabilidade pelo Teste T.
Fonte: Do autor.
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GRAFICO 12 - Teor acumulado de micronutrientes nas folhas do orégano,
submetido a estresse por aluminio. (dose) = doses de aluminio em mglL,
(ug/planta) = quantidade de nutriente acumulado por planta.

Nota: ** significativo a 1% de probabilidade pelo Teste T.
Fonte: Do autor.
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= N — i
FIGURA 5 - Clorose nas folhas jovens indicando deficiéncia de ferro em

orégano (Origanum.... submetido ao estresse por aluminio. ICA/JUFMG —
Campus Montes Claros.
Fonte: do autor
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6 CONCLUSOES

Ao final do presente estudo, pdde-se inferir que o estresse por aluminio
causa reducdo na producdo de biomassa do orégano. Além disso, o teor de
prolina livre nessa planta tem relacédo positiva com o estresse por aluminio.

No tocante ao estresse por aluminio, esse influencia negativamente o
teor de flavonoides totais. Verificou-se, ainda, que o estresse por aluminio

ocasiona aumento na atividade antioxidante no orégano.
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