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CARBONI, T.R. ANALISE DE CRESCIMENTO, TROCAS GASOSAS, POTENCIAL
ANTIOXIDANTE E OLEO ESSENCIAL DE Origanum vulgare L. ssp. vulgare. 2013. 67P
Dissertagdo (Mestrado) — Instituto de Biociéncias, UNESP — Universidade Estadual Paulista,

Botucatu.

Plantas de Origanum vulgare L. ssp. vulgare foram cultivadas em casa de vegetagdo, tipo
Paddy-Fan, em solugdo nutritiva n®2 de Hoagland ¢ Arnon (1950) 100% (completa), 75%,
50% e 25%. O objetivo do estudo foi avaliar o crescimento, trocas gasosas e potencial
antioxidante de plantas da subespécie Origanum vulgare L. ssp. vulgare submetidas a
varia¢ao da concentragao de nutrientes em solucao nutritiva, bem como avaliar a influéncia
desse fator na caracterizacdo quimica do 6leo essencial sintetizado por elas. Aos 20, 40, 60,
80 e 100 dias apds o transplante das mudas para a solug@o nutritiva, a massa seca de folhas
(MSF), massa seca total (MST) e as suas areas foliares (AF) foram determinadas para a
avalia¢do dos indices fisioldgicos de razdo de area foliar (RAF), razdo de massa foliar (RMF),
taxa assimilatoria liquida (TAL) e taxa de crescimento relativo (TCR). As avaliagdes de
trocas gasosas foram realizadas aos 20, 45 e 85 dias ap6s o transplante. Aos 20, 40, 60, 80 e
100 dias apos o transplante, amostras frescas da parte aérea das plantas foram coletadas,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer, para posterior realizagdo das
analises de pigmentos, flavondides totais, fenois totais, acido ascérbico e potencial
antioxidante (DPPH). O o6leo essencial foi avaliado aos 60, 80 e 100 dias apds o transplante.
O experimento foi inteiramente casualizado, com 4 repetigdes, em esquema 4x5 (4
tratamentos e 5 épocas de colheita) para avaliagdo do crescimento e analises bioquimicas, 4x3
para as trocas gasosas € 3X3 para a analise da composi¢cao do 6leo essencial. Os resultados
obtidos sugerem que a variacao da concentracao da solug¢do nutritiva pode estimular ou inibir
o desenvolvimento de Origanum vulgare L. ssp. vulgare. As plantas cultivadas com solugdes
mais concentradas apresentaram diminui¢cdo de AF, MSF e MST, que interferiu com os
indices fisiologicos. Além disso, revelaram diminui¢cdo das trocas gasosas € aumento de seu
potencial antioxidante. Os compostos majoritarios do OE, com exce¢ao do germacreno D,
apresentaram influéncia da concentragdo da solucao nutritiva e da época de colheita ao longo
do desenvolvimento da espécie. Os teores de sesquiterpenos tenderam a aumentar nas plantas
cultivadas em solucdes mais concentradas (100% e 75%). Esses resultados sugerem possivel

estresse causado pelo aumento dos nutrientes na solugdo nutritiva.

Palavras-chave: orégano; nutricdo mineral; indices fisioldgicos; terpenos; hidroponia.



CARBONI, T.R. 2013. GROWTH ANALYSIS, EXCHANGE OF GASES,
ANTIOXIDANT POTENTIAL AND ESSENTIAL OIL OF Origanum vulgare L. ssp.
vulgare. 2013. 67P. Dissertation (Master’s Degree) — Institute of Biosciences, UNESP — Sao

Paulo State University, Botucatu Campus, Sao Paulo State, Brazil.

Origanum vulgare L. ssp. vulgare plants were grown in a Paddy-Fan greenhouse, with 100%
(complete), 75%, 50%, and 25% Hoagland and Arnon (1950) #2 nutrient solution. The
objective of the study was to evaluate the influence of the complete nutrient solution with the
various diluted solutions, with regards to the growth of the Origanum vulgare L. ssp. vulgare,
its gas exchange, antioxidant potential, and chemical composition during its growth. At 20,
40, 60, 80 and 100 days after transplanting the seedlings to the nutrient solution the following
observations were measured: dry matter of leaves (DML) and total (DMT), and leaf area of
the leaves (AL). These measurements were used to evaluate the physiological index, leaf area
ratio (LAR), leaf weight ratio (LWR), net assimilation rate (NAR), and relative growth rate
(RGR). The exchange of gases was evaluated at 20, 45 and 85 days after transplantation. At
20, 40, 60, 80 and 100 days after transplantation, fresh samples of foliage were collected and
frozen in liquid nitrogen. These samples were stored in a freezer for later analyzes of
pigmentation, total flavonoids, total phenols, ascorbic acid, and antioxidant potential. The
essential oil was evaluated at 60, 80 and 100 days after transplantation. The experiment was
randomized with the following factors: four repetitions in a design 4x5 (4 treatments and 5
harvest timeframe) to evaluate the growth and biochemical results, 4x3 for exchange of gases
and 3X3 for the analysis of essential o1l composition. The results of this experiment indicates
that the variation of the nutrient solution’s concentration can stimulate or inhibit the growth
Origanum vulgare L. ssp. vulgare, particularly in more concentrated solutions. Plants grown
with more concentrated solutions showed a decrease of DML, DMT and AL, which interfered
with the physiological indices. Additionally, a reduction in the exchange of gases was present,
as well as an increase in the antioxidant potential. The major compounds of essential oil, with
the exception of germacrene D, were shown to be influenced by the nutrient solution
concentration, as well as the harvest timeframe, throughout the development of the species.
The percentege of sesquiterpenes tended to increase in plants cultivated in more concentrated
solutions (100% and 75%). These results suggest a possible stress caused by the increase of

nutrients.

Keywords: oregano, mineral nutrition, physiological index; terpenes; hydroponics.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas por possuirem particularidades
quimicas que produzem efeitos terapéuticos no organismo, o que justifica o crescente
interesse por seu cultivo, visando o aumento do teor dessas substancias (LOVKOVA et al.,

2001).

A familia Lamiaceae ¢ rica em espécies aromaticas (SOUZA e LORENZI, 2012)
conhecidas por apresentarem atividades farmacologicas. Desde a antiguidade sao utilizadas
como especiarias culindrias, como forma de valorizar as propriedades organolépticas dos
alimentos (BOZIN et al., 2006), como medicamentos naturais, devido as suas propriedades
antimicrobianas (DORMAN e DEANS, 2000; VIUDA-MARTOS et al.,, 2008) e como
alternativa ao uso de produtos quimicos sintéticos, na agricultura (ANTUNES e CAVACO,
2010).

Embora h4d muitas geracdes o homem utilize essas plantas, pouco se sabe sobre os
mecanismos envolvidos na produg¢dao de seus metabolitos, cujas caracteristicas podem ser
importantes para garantir culturas mais produtivas e com maior resisténcia ao estresse

(FIGUEIREDO e MIGUEL, 2010).

Dentre os principais metabolitos sintetizados pelas plantas estdos os 6leos essenciais,
definidos como misturas complexas de substancias volateis, geralmente produzidos em
resposta a herbivoria (LOVKOVA et al., 2001; BAKKALI, et al., 2008). Sua composi¢ao
quimica nao apresenta estabilidade, estando sua produ¢do intimamente ligada a exposicao da

planta a fatores ambientais, o que reflete seu valor comercial (KANIAS et al, 1998).

Entre as espécies aromaticas mais conhecidas esta o orégano (Origanum vulgare L.),
nativo de regides montanhosas do sul da Europa e cultivado no Brasil como especiaria de uso
na culindria. A planta ¢ empregada na medicina caseira e seu 6leo ¢ utilizado na composi¢do

de aromatizantes de alimentos e perfumes (LORENZI e MATOS, 2002).

Estudos sobre o oleo essencial de Origanum vulgare L. ssp. vulgare, subspécie
bastante difundida na Italia IETSWAART, 1980), descrevem os compostos germacreno D, f3-
ocimeno, B-cariofileno e sabineno como majoritarios (MOCKUTE et al., 2001; MOCKUTE

et al., 2003). No entanto, poucos trabalhos avaliam as respostas fisiologicas dessa subespécie
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de orégano frente a fatores abiodticos, como por exemplo, a época de colheita do material

vegetal utilizado para a avaliacdo do 6leo e a quantidade de nutrientes disponiveis no solo.

Excesso ou falta de nutrientes pode gerar desequilibrio para a planta (GRATTAN e
GRIEVE, 1999) e contra os radicais livres que podem ser produzidos nessa condi¢dao, devem
ser consideradas as defesas antioxidantes, destacando-se 4cido ascorbico (vitamina C),

carotendides e compostos fenolicos, dentre os quais, os flavondides (VALKO et al., 2007).

A eficacia da agdo antioxidante desses componentes depende de sua concentragdo no
vegetal, que além dos fatores genéticos, sao influenciados pelas condi¢cdes do ambiente, entre
as quais, a nutricdo mineral, como verificado em hortalicas (KAHKONEN et al., 1999;

MELO et al., 2006).

Além disso, o crescimento das plantas e sua produgdo também podem ser afetados
pela concentracao de elementos minerais disponibilizados, pois o processo de absor¢do de
ions pelas raizes estd intimamente ligado ao equilibrio entre fotossintese e respiragdo (HUNT,
2003). O uso da analise de crescimento como ferramenta para avaliar o crescimento e inferir a
contribuicdo de diferentes processos fisioldgicos sobre o comportamento vegetal ¢ forma de
estudo acessivel, pois utiliza variaveis de simples obtengdo para a sua realizacao
(BENINCASA, 2003), como a massa seca € a area foliar das plantas. A utilizagdo de sistemas
de fluxo aberto de trocas gasosas como o IRGA (Infra-Red Gas Analysis) pode complementar
a avaliagdo, tornando as medigdes pontuais desses processos mais rapidas e precisas (HUNT,

2003).

Dessa forma, a avaliacdo das condi¢gdes nutricionais a que as plantas medicinais e
aromaticas sdao submetidas durante o seu cultivo e a expressao de seu potencial antioxidante
podem ser importantes para o conhecimento da fisiologia da espécie, auxiliando trabalhos
futuros que levem ao desenvolvimento de alimentos funcionais ou possiveis terapias para a

prevengao de doengas.

Com base no exposto acima, o presente estudo objetivou avaliar o crescimento, trocas
gasosas e potencial antioxidante de plantas da subespécie Origanum vulgare L. ssp. vulgare
submetidas a variacdo da concentra¢ao de nutrientes em solucdo nutritiva, bem como avaliar a

influéncia desse fator na caracterizagdo quimica do 6leo essencial sintetizado por elas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Para assegurar sua sobrevivéncia no meio, as plantas necessitam de diferentes formas
de protecdo, ja que ndo podem deslocar-se para evitar ataque de possiveis agressores

(NEILSON et al., 2013).

Durante anos a pressao da selecdo natural sobre as plantas resultou em mudangas
evolutivas na sua estrutura genética e expressdo gé€nica, propiciando a formacdo de novas
rotas biossintéticas, cuja principal fungdo ¢ a sintese de compostos quimicos (SCHWAB,
2003) que tem como principal finalidade inibir a acdo de microorganismos patégenos e
herbivoros (COLEY et al., 1985). Dessa forma, a producdo e caracteristica quimica desses
compostos foi selecionada ao longo da evolugdo, de forma a suprir necessidades especificas

de grupos restritos de plantas (PICHERSKY e GANG, 2000).

A produgdo desses metabolitos, conhecidos como secundarios, estd intimamente
ligada ao metabolismo primario das plantas, cujas vias metabolicas promovem os processos
fisiolégicos comuns a todas as espécies vegetais, entre eles, fotossintese, respiragdo e

transporte de solutos (AHARONI e GALILI, 2011).

Os metabdlitos secundarios s@o produzidos em rotas distintas, sendo divididos em trés
grupos, compreendidos pelos terpenos, compostos fenodlicos e compostos nitrogenados (TAIZ

¢ ZEIGER, 2009).

Os terpenos sdao formados a partir da combinagdo de unidades isoprénicas, compostas
por cadeias de cinco carbonos (C5) e sua biossintese consiste na producdo do precursor
geranil difosfato (GPP) pela condensa¢do do isopentenil difosfato (IPP), formado a partir da
rota do acido mevalonico no citosol, e do dimetialil difosofato (DMAPP), formado a partir da
rota do metileritritol fosfato (MEP) no cloroplasto. A contribui¢ao dessas vias para o produto
final pode ser diferente entre as espécies de plantas, embora os principais compostos
produzidos sejam os monoterpenos, formados a partir do acoplamento de duas unidades de
isopreno (C10), e os sesquiterpenos, formados a partir do conjunto de trés unidades de

isopreno (C15) (LANGE e AHKAMI, 2013).

Monoterpenos sao responsaveis pelas propriedades organolépticas associadas as
plantas aromaticas (DAVIS, 2010). Os sesquiterpenos apresentam como caracteristica grande

variedade de estruturas, que resultam das inumeras possibilidades de cicliza¢des devido a
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extensdo de sua cadeia carbdnica. A estrutura e func¢do dos sesquiterpenos sdo similares

aquelas dos monoterpenos (BAKKALI et al., 2008).

As misturas complexas de monoterpenos, sesquiterpenos € alguns outros compostos
volateis, sintetizadas pelas plantas aromaticas, sdo conhecidas como 0leos essenciais (OEs)
(BAKKALI et al., 2008), e nas ultimas décadas, o estudo desses OEs levou a descoberta de
novos compostos ¢ a melhor elucidagdo da diversidade que envolve esses produtos naturais

(FRANZ et al., 2010).

Os OEs apresentam concentragdes diferentes de seus varios componentes, sendo dois
ou trés majoritarios, o que geralmente determina as suas propriedades bioldgicas. Sao
amplamente utilizados como matéria-prima na industria de alimentos, farmacéutica e agricola,
pois ao contrario dos compostos sintéticos, os OEs geralmente sdo desprovidos de riscos
genotdxicos em longo prazo, podendo apresentar capacidade antimutagénica que pode estar

ligada a atividades anticarcinogénicas (BAKKALI et al., 2008).

Em espécies de plantas aromadticas, esses OEs sdo produzidos por células
especializadas em sintetizar, armazenar e secretar tipos variados de metabolitos, conhecidas
como tricomas glandulares, que se projetam da epiderme e agem como adverténcia, repelindo
potenciais herbivoros, mesmo antes que ataquem a planta (TAIZ e ZEIGER, 2009). Tais
tricomas, presentes principalmente na superficie das folhas, podem variar em tamanho,
numero e morfologia, e atualmente, sdo alvo de estudos que visam aproveitar sua maquinaria

celular para a produ¢do de compostos de interesse especifico (SCHILMILLER et al., 2008).

Plantas da familia Lamiaceae, pertencente a ordem Lamiales (APG III, 2009),
possuem cerca de 300 géneros e 7.500 espécies, muitas aromaticas como a lavanda
(Lavandula angustifolia), a erva-cidreira (Melissa officinalis), o alecrim (Rosmarinus
officinalis) e o orégano (Origanum vulgare) (SOUZA ¢ LORENZI, 2012). Embora ha muitas
geracdes 0 homem utilize essas plantas, pouco se sabe sobre os mecanismos reais envolvidos
na producao de seus metabolitos, cujas informacdes sdo importantes para garantir a producao

de culturas mais produtivas e mais resistentes ao estresse (FIGUEIREDO, 2010).

O orégano (Origanum vulgare L.) esta entre as espécies aromaticas mais conhecidas.
Segundo Ietswaart (1980), na espécie se distinguem seis subespécies, sendo elas, gracile
(Kock) Ietswaart, glandulosum (Desfontaines) Ietswaart, hirtum (Link) Ietswaart, vulgare L.,
virens (Hoffmannsegg et Link) letswaart and viride (Boissier) Hayek. No entanto, de acordo

com Kokkini e Vokou (1989), a taxonomia da espécie Origanum vulgare ainda ¢ dificil de ser
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compreendida e mesmo depois da revisdo do género por letswaart, alguma confusdo ainda

persiste (KANIAS, 1998).

Tradicionalmente a andlise taxondmica das plantas aromaticas foi baseada em
caracteristicas morfologicas, ¢ hoje, dada a importancia da composi¢do dos metabolitos
secundarios sintetizados pelas plantas, a quimiotaxonomia deve ser considerada, podendo

auxiliar a sistematica e filogenia das plantas (TRINDADE, 2010).

D’Antuono et al. (2000) questionam a utilizagdo exclusiva de -caracteristicas
morfologicas para a identificagdo das plantas, pois seus estudos com populagdes nativas de O.
vulgare apresentaram plantas com caracteristicas morfoldgicas referentes a subspécie viride,
embora o teor e a composi¢do quimica do OE apresentassem resultados compativeis com
outras subspécies. Dessa forma, a dificudade de relacionar o teor e a composi¢ao quimica do
OE das amostras estudadas com suas particularidades morfoldgicas sugeriu que a taxonomia
de O. vulgare fosse estudada com base em seu OE para auxiliar a identificagdo das

subespécies.

Kanias et al. (1998) em seu estudo com O. vulgare registraram que a subespécie nao
havia sido identificada, e portanto, apresenta os resultados sem considerar as diferentes
subspécies. No entanto, a maioria dos trabalhos ndo identificam a subspécie e ndo apresentam

referéncias as possiveis diferengas entre elas na composi¢ao de seus OEs.

Mais minucioso foi o estudo de Mockute et al. (2003), que além de definir a subspécie
com que trabalharam, ainda separaram a parte aérea das plantas em parte vegetativa e
reprodutiva para a determinagdo da composi¢do quimica dos OEs, ao contrario de outros
trabalhos que utilizaram a parte aérea sem discriminar se usaram ou nao as inflorescéncias, o

que neste caso, também remeteu a diferentes resultados.

A condugdo dos estudos com OEs ¢ dificultada pela instabilidade de seus compostos
volateis e muitas vezes sdo observadas diferengas nos seus teores em plantas da mesma
espécie, devido a condigdes ambientais locais, variacdes geograficas e nutricdo mineral

(KOKKINT et al., 1994; FIGUEIREDO, 2010).

Cada espécie apresenta exigéncia nutricional diferente que interfere em seu
desenvolvimento (MALAVOLTA, 2006) e apesar disso, a influéncia da nutri¢do sobre o
desenvolvimento da subespécie vulgare é pouco relatada. Dessa forma, a variagdo da

concentracdo dos elementos essenciais presentes na nutricdo das espécies pode interferir em
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seu metabolismo primario, o que pode influenciar também o secundario, cujas rotas

metabolicas dependem do primeiro.

Nos ultimos anos ocorreram avangos na compreensao da regulagdo dos fluxos
metabolicos entre o metabolismo primario e secundario em plantas. Por sintetizarem uma
infinidade de compostos secundarios, as plantas passaram a atrair grande interesse cientifico
em estudos que visam manipular essa interface, podendo dessa forma interferir com a

producao desses compostos naturais (AHORONI e GALILI, 2011).

Para avaliar os elementos minerais e as suas concentracoes no desenvolvimento das
espécies, a hidroponia ¢ uma importante ferramenta (RESH, 1995). Além disso, as plantas
medicinais apresentam maior produtividade, acumulando mais OEs por area, quando

cultivadas em solugdes nutritivas (MAIRAPETY AN, 1999).

O cultivo hidropdnico em casa de vegetagdo apresenta como vantagens maior
rendimento por area e melhor qualidade do produto, menor incidéncia de pragas e doengas e
maior facilidade de execugao dos tratos culturais em decorréncia do maior controle ambiental,
j4 que no solo, a interdependéncia entre os fatores da interface solo/raiz ¢ maior. Como
vantagem adicional, pode-se ter melhor controle do ambiente também para a parte aérea, o

que reduz o erro experimental e leva a menores coeficientes de variagdo (MARTINEZ, 2002).

Embora as plantas possuam a capacidade de se adaptar a diferentes concentragdes de
nutrientes, ja que naturalmente podem se desenvolver em solos de natureza variada, cada
espécie apresenta exigéncia nutricional diferente. Dessa forma, ndo existe solu¢do nutritiva
que atenda as necessidades especificas de todas as espécies vegetais (HOAGLAND e

ARNON, 1950).

Todas as plantas dependem da disponibilidade de nutrientes, luz e dgua para o seu
crescimento (COLEY et al., 1985). Mesmo sendo fornecidas as condigdes ideais, a
concentragdo adequada da solu¢do pode variar com o crescimento. A troca constante dessa
solucdo mantera a disposi¢do das raizes os ions e a dgua, cuja diminui¢do de volume leva a
variacdo do pH e precipitagdao de certos elementos, tornando-os indisponiveis (HOAGLAND

¢ ARNON, 1950).

A fotossintese e a respiragdo sdo os processos fisioldgicos mais estudados na area
vegetal, e isso pode ser claramente compreendido, pois de forma geral, o equilibrio entre esses
dois processos € o que determina o crescimento € a producao da maioria das espécies vegetais

(HUNT, 2003). Nesse contexto, os elementos minerais devem ser considerados.
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O uso da analise de crescimento como ferramenta para avaliar o crescimento e inferir a
contribuicdo de diferentes processos fisioldgicos sobre o comportamento vegetal ainda ¢ uma

forma de estudo precisa e acessivel, pois utiliza variaveis relativamente faceis de serem

obtidas (BENINCASA, 2003).

Grandes avangos na area de microeletronica levaram ao desenvolvimento de aparelhos
complexos, como o IRGA (Infra-Red Gas Analyser), para mensurar os processos fisiologicos
de fotossintese e respiracao, a0 mesmo tempo em que avancos na area de processamento
digital de dados simplificaram esses sistemas, tornando as medigdes desses processos mais

rapidas e precisas (HUNT, 2003).

A clorofila a ¢ o principal pigmento envolvido com a fotossintese (RAVEN, 2007) ¢ o
aumento dos seus teores leva ao aumento da taxa fotossintética das plantas, como relatado por
Locarno et al. (2011) no cultivo de rosas em solugdo nutritiva com variagao dos niveis de
silicio.

Os carotendides protegem os organismos fotossintéticos de processos oxidativos,
desempenhando papéis fundamentais, como pigmentos acessoOrios para a fotossintese, assim
como a clorofila b, absorvendo a luz de regides do espectro que ndo ¢ absorvida pelas

clorofilas (BARTLEY e SCOLNIK, 1995).

Os resutados obtidos por meio da analise de crescimento, aliados aos dados pontuais
de trocas gasosas, teores de clorofila @ e b e carotendides, podem trazer informagdes
importantes para a interpretacdo do crescimento da espécie em relacdo as diferentes

concentragdes das solucdes nutritivas a que foram submetidas.

Fatores ambientais podem interferir na qualidade das culturas e desequilibrios podem
gerar estresses, causando danos oxidativos, por meio da produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que funcionam como moléculas de sinalizacdo em plantas envolvidas na

regulacdo de respostas de defesa (APEL e HIRT, 2004).

Essa moléculas de sinalizacao, de forma geral, estimulam o aumento da concentragao
de compostos antioxidantes de defesa, embora, por outro lado, o estresse causado também
leva a deterioragdo do vegetal, alterando suas caracteristicas fisicas e sensoriais (WANG e

FREI, 2001).

O desequilibrio gerado pelo excesso ou falta de nutrientes (GRATTAN e GRIEVE,

1999) produz radicais livres e contra eles, encontram-se as defesas antioxidantes, destacando-
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se o acido ascorbico (vitamina C), os carotendides e os compostos fendlicos, entre os quais, 0s

flavonodides (VALKO et al., 2007).

O ensaio DPPH foi proposto por Brand-Williams et al. (1995) e foi baseado na captura
do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por compostos antioxidantes, produzindo um
decréscimo na leitura de sua absorbancia. Esse teste ¢ amplamente utilizado em amostras de
material vegetal para avaliar o efeito da elimina¢@o de radicais livres. Como radical livre, o
DPPH tem uma banda de absor¢ao na regiao do visivel a 517 nm, perdendo essa propriedade

quando protonado por um composto antioxidante.

A medigdo de um composto antioxidante pode ndo explicar completamente as
propriedades antioxidantes de um extrato vegetal. Outros compostos, ndo necessariamente

envolvidas naquela acdo antioxidante, também devem ser considerados (SCALZO, 2008).

Conhecidos como antioxidantes, o acido ascoérbico (vitamina C) apresenta varias
funcdes nas plantas, sendo mais conhecido como antioxidante a produtos reativos do
metabolismo de oxigénio, como por exemplo, radical superoxido e o perdxido de hidrogénio
(VELISEK, 2002). Os compostos fendlicos, sdo relacionados como retardadores da
degradacdo oxidativa dos lipidos, melhorando assim, a qualidade e valor nutricional dos

vegetais (LOLIGER, 1991).

Entre os mais conhecidos compostos fenolicos estdo os flavondides, importantes na
pigmentacao de flores, frutas e folhas, principalmente pela acdo das antocianinas, € no
crescimento e desenvolvimento das plantas, protegendo-as contra possiveis infec¢des e lesdes

(GHARRAS, 2009).

A eficicia da acdo antioxidante dos componentes bioativos depende da estrutura
quimica e da sua concentragdo no vegetal. O teor de fitoquimicos em hortaligas, por exemplo,
¢ influenciado por fatores genéticos e condi¢des ambientais (KAHKONEN et al., 1999;
MELDO et al., 2006), entre as quais deve ser considerada a nutricdo mineral na qual a espécie

foi cultivada.

Assim, a relacdo entre as condi¢des nutricionais a que as espécies sao submetidas
durante o seu cultivo e a sintese de antioxidantes nas suas folhas, pode trazer informagdes
importantes que levem ao desenvolvimento de alimentos funcionais ou possiveis terapias para

a prevencao de doengas.
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O entendimento dessas vias biossintéticas, nos leva ao estudo de novas possibilidades
para o cultivo de vegetais com compostos (nutracéuticos), contribuindo com a melhora da

saude humana (DIXON e ARNTZEN, 1997).
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RESUMO
Plantas de Origanum vulgare L. ssp. vulgare foram cultivadas em casa de vegetagdo, tipo
Paddy-Fan, em solugdo nutritiva n®2 de Hoagland ¢ Arnon (1950) 100% (completa), 75%,
50% e 25%. O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da solugdo nutritiva completa e
diluida no crescimento, trocas gasosas e potencial antioxidante da subespécie durante o seu
desenvolvimento. Aos 20, 40, 60, 80 e 100 dias apds o transplante das mudas para a solugdo
nutritiva, as massas secas de folhas e total das plantas e as suas areas foliares foram
determinadas para a avaliagdo dos indices fisiologicos, razdo de area foliar (RAF), razdo de
massa foliar (RMF), taxa assimilatéria liquida (TAL) e taxa de crescimento relativo (TCR).
Nas mesmas €pocas, amostras frescas da parte aérea das plantas foram coletadas e congeladas
em nitrogénio liquido, sendo posteriormente armazenadas em freezer para a realizagdo das
andlises de pigmentos, flavonodides totais, fendis totais, acido ascérbico e potencial
antioxidante (DPPH). As avaliagdes de trocas gasosas foram realizadas aos 20, 45 e 85 dias
ap6s o transplante. O experimento foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes, em
esquema 4x5 (4 tratamentos e 5 épocas de colheita) para avaliacdo do crescimento das plantas
e analises bioquimicas e 4x3, para as trocas gasosas. Os resultados obtidos sugerem que a
variagdo na concentragdo da solu¢do nutritiva pode estimular ou inibir o desenvolvimento de
Origanum vulgare L. ssp. vulgare, interferindo no seu crescimento, trocas gasosas e potencial

antioxidante.
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Palavras chave: orégano, hidroponia, assimilagao de CO,, DPPH, compostos fenolicos

ABSTRACT

Origanum vulgare L. ssp. vulgare plants were grown in a Paddy-Fan greenhouse, with 100%
(complete), 75%, 50%, and 25% Hoagland and Arnon (1950) #2 nutrient solution. The
objective of the study was to evaluate the influence of the complete nutrient solution with the
various diluted solutions, with regards to the growth of the Origanum vulgare L. ssp. vulgare,
its gas exchange and antioxidant potential. At 20, 40, 60, 80 and 100 days after transplanting
the seedlings to the nutrient solution the following observations were measured: dry matter of
leaves (DML) and total (DMT), and leaf area of the leaves (AL). These measurements were
used to evaluate the physiological index, leaf area ratio (LAR), leaf weight ratio (LWR), net
assimilation rate (NAR), and relative growth rate (RGR). The exchange of gases was
evaluated at 20, 45 and 85 days after transplantation. At 20, 40, 60, 80 and 100 days after
transplantation, fresh samples of foliage were collected and frozen in liquid nitrogen. These
samples were stored in a freezer for later analyzes of pigmentation, total flavonoids, total
phenols, ascorbic acid, and antioxidant potential. The experiment was randomized with the
following factors: four repetitions in a design 4x5 (4 treatments and 5 harvest timeframe) to
evaluate the growth and biochemical results, 4x3 for exchange of gases. The results of this
experiment indicates that the variation of the nutrient solution’s concentration can stimulate or
inhibit the growth of the Origanum vulgare L. ssp. vulgare, interfering in its growth rate,
exchange of gases and antioxidant potential.

Keywords: oregano, hydroponics, CO, assimilation, DPPH, phenolic.

INTRODUCAO

A familia Lamiaceae ¢ rica em espécies de plantas aromaticas (Souza e Lorenzi,
2012), conhecidas por apresentarem atividades biologicas e farmacologicas. Desde a
antiguidade espécies da familia sdo utilizadas como especiarias culinarias (Bozin, 2006),
medicamentos naturais, devido as suas propriedades antimicrobianas (Dorman, 2000; Viuda-
Martos et al., 2008) e como alternativa aos produtos quimicos sintéticos, na agricultura

(Antunes e Cavaco, 2010).
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Embora h4d muitas geragdes o homem utilize essas plantas, pouco se sabe sobre os
mecanismos reais envolvidos na producdo de seus metabolitos, cujas informagdes sao
importantes para garantir a producdo de culturas mais produtivas, de maior valor nutritivo e
mais resistentes ao estresse (Figueiredo e Miguel, 2010).

O orégano (Origanum vulgare L.) esta entre as espécies aromaticas mais conhecidas.
Segundo Ietswaart (1980), na espécie se distinguem seis subespécies, sendo elas, gracile
(Kock) Ietswaart, glandulosum (Desfontaines) Ietswaart, hirtum (Link) Ietswaart, vulgare L.,
virens (Hoffmannsegg et Link) Ietswaart and viride (Boissier) Hayek.

Estudos da composi¢do quimica dos 6leos essenciais da subspécie vulgare revelam
principalmente germacreno D, [-ocimeno, [-cariofileno e sabineno, como compostos
majoritarios (Mockute et al., 2001; Mockute et al, 2003). Esses estudos, no entanto, ndo
avaliam as respostas fisiologicas da subespécie frente a fatores ambientais, ao longo do seu
desenvolvimento.

O crescimento e producdo da maioria das espécies vegetais estd intimamente ligada
aos processos de fotossintese e respiracdo, que dependem da absorcdo de ions do solo (Le
Bot, 1998). O equilibrio entre esses processos estabelece o resultado final da avaliacdo de
crescimento e producao (Hunt, 2003).

O uso da andlise de crescimento como ferramenta para avaliar o crescimento e inferir
a contribuicdo de diferentes processos fisiologicos sobre o comportamento vegetal ¢ forma de
estudo acessivel, pois utiliza varidveis de simples obtencdo para a sua realizacdo (Benincasa,
2003), como a massa seca e a area foliar das plantas. A utilizagdo de sistemas de fluxo aberto
de trocas gasosas como o IRGA (Infra-Red Gas Analysis), pode complementar a avaliagao,
tornando as medigdes pontuais desses processos mais rapidas e precisas (Hunt, 2003).

Excesso ou falta de nutrientes pode gerar desequilibrio para a planta (Grattan e Grieve,
1999) e contra os radicais livres que podem ser produzidos nessa condicdo, com forte
possibilidade de inducao de estresse oxidativo, estdo as defesas antioxidantes, destacando-se
entre as mais expressivas, acido ascoérbico (vitamina C), carotendides, € compostos fenolicos,
dentre os quais, os flavonoides (Valko et al., 2007).

A eficacia da a¢do antioxidante dos componentes bioativos depende sua concentragdo
e estrutura quimica. Além dos fatores genéticos, condi¢cdes do ambiente, entre as quais, a
nutricdo mineral, pode influenciar o teor de fitoquimicos, como verificado em hortalicas
(Kahkonen et al., 1999; Melo et al., 2006).

Dessa forma, a avaliacdo das condigdes nutricionais a que as plantas medicinais e

aromaticas sao submetidas durante o seu cultivo e a expressao de seu potencial antioxidante
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podem ser importantes para o conhecimento da fisiologia da espécie, auxiliando trabalhos
futuros que levem ao desenvolvimento de alimentos funcionais ou possiveis terapias para a
prevencao de doencas.

O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da solugao nutritiva completa e diluida no
crescimento, trocas gasosas ¢ potencial antioxidante da subespécie vulgare durante o seu

desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e delineamento experimental: o experimento foi conduzido no periodo de
abril a setembro de 2011, no Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias, UNESP,
Campus de Botucatu/SP (48°24°35” W, 22°49°10°* S), a 800 m acima do nivel do mar. Estacas
de Origanum vulgare L. ssp. vulgare foram obtidas de plantas matrizes cultivadas a partir de
sementes comerciais (Topseed Garden®, da linha Blue Line). A seguir, essas estacas foram
acondicionadas em bandejas de poliestireno expandido com substrato comercial Rendmax® e
mantidas em camara de nebulizagdo intermitente, até o enraizamento. Apds 40 dias, as plantas
foram transferidas das bandejas para vasos de polietileno com capacidade igual a seis litros,
contendo solugdo nutritiva n®2 de Hoagland e Arnon (1950) 100% (completa), 75%, 50% e
25% e mantidos em casa de vegetagdo, tipo Paddy-Fan. O pH e a condutividade elétrica da
solugdo nutritiva foram avaliados durante todo o experimento e mantidos entre 6,0 € 6,5 ¢ 1,5
e 2,5 mS cm’, respectivamente. A solugdo foi continuamente arejada por meio de soprador
rotativo e renovada sempre que esses indices apresentaram alteracdo. Sempre que necessario,
o volume da solu¢do nos vasos foi completado com agua deionizada. O experimento foi
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, em esquema fatorial 4x5 para avaliacdo do
crescimento das plantas e dos teores de pigmentos, flavonodides totais, fendis totais, acido

ascorbico e potencial antioxidante (DPPH) e 4x3, para as trocas gasosas.

Analise dos indices fisiologicos do crescimento vegetal: as plantas foram colhidas aos 20,
40, 60, 80 e 100 dias apos o transplante (DAT) para a solucdo nutritiva. Raizes, caules e
folhas foram separados e com auxilio de um integralizador de area foliar, modelo LI 3100 da
LI-COR, determinou-se a area foliar das laminas foliares, em dm”. A seguir todos os érgos
foram acondicionados separadamente em sacos de papel identificados e colocados em estufa

com circulagdo forcada de ar, em temperatura de 40°C, até obtencdo de massa constante.
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Apds a secagem completa, a massa seca foi determinada em balanga analitica Ohaus tipo
Analytical Standard, com sensibilidade de até 0,1 mg. Area foliar (AF), massa seca de folhas
(MSF) e massa seca total (MST) foram ajustadas em relagao ao tempo, segundo a equacao
exponencial quadratica para se proceder a estimativa dos indices fisiologicos, de razao de area
foliar (RAF), razdo de massa foliar (RMF), taxa assimilatoria liquida (TAL) e taxa de

crescimento relativo (TCR), segundo Portes e Castro Junior (1991).

Avaliacio das trocas gasosas: as avaliagdes foram realizadas utilizando-se equipamento com
sistema aberto de fotossintese com analisador de CO, e vapor d’agua por radiagdo
infravermelha (“Infra Red Gas Analyser — IRGA”, modelo LI-6400, LI-COR). As medidas
foram calculadas a partir da diferenca entre a concentragdo de CO; e o vapor d’agua do ar de
referéncia (valor presente na cadmara sem a folha) e da amostra (valor com a folha presente na
camara), obtendo-se as concentragdes de vapor d’dgua e CO, que foram liberados
(transpiragdo — vapor d’agua) e assimilados (assimilagdo de CO,) através dos estomatos das
folhas. As caracteristicas analisadas foram: taxa de assimilacdo de CO;, (A), taxa de
transpira¢ao (E), condutancia estomatica (gs) e concentragdo interna de CO, (Ci) na folha.
Essas caracteristicas foram calculadas pelo programa de analise de dados do equipamento
medidor de trocas gasosas, que utiliza a equagdo geral de trocas gasosas de Von Caemmerer e
Farquhar (1981). A eficiéncia do uso da agua foi determinada pela da relacdo entre a
assimilagdo de CO, e a taxa de transpiracdo (A/E), e a eficiéncia de carboxilacdo foi
determinada pela relagdo entre a taxa de assimilagdo de CO, e a concentragdo interna de CO,
na folha (A/Ci). As medidas foram realizadas aos 20, 45 e¢ 85 dias apds o transplante,
totalizando trés avaliacOes, selecionando-se duas plantas de cada tratamento, nas quais foram

escolhidas e padronizadas a 6* folha com limbo totalmente expandido.

Potencial antioxidante - DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila): para determinacdo foi
utilizada a metodologia de Brand-Williams et al (1995) modificada por Rosseto et al (2009).
A solucao de DPPH foi preparada a 2,10 g mL™ (0,0100 mg de DPPH em 50 mL de etanol a
99,8%). Para a extracdo foram pesados 0,1 g da amostra fresca e diluidas em 10 mL de etanol
a 99,8% em tubo para centrifuga. As amostras foram centrifugadas a 2.000 x g (HETTICH
ZENTRIFUGEN MIKRO 220R) por 10 minutos a 5°C. Aliquota de 0,500 pL do
sobrenadante foi adicionada a 3 mL de etanol P.A. Adicionados 300 uL de DPPH 2x10™

-1 r . ~ .
gmL", apds a homogeneizacdo, os tubos de ensaios foram armazenados no escuro por 60
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minutos. Um controle negativo foi realizado com o DPPH a 0,3mM em etanol. A leitura

obtida a 517 nm foi convertida em porcentagem de atividade antioxidante pela formula:

] Abs Branco — Abs Amostra
% DPPH reduzido = ( Ahs Branco ) - 100

Uma curva de calibracao foi preparada com 20, 40, 60, 80 ¢ 100 umol de Trolox e os

resultados expressos em uM equivalentes de TROLOX / mg/ g amostra (TEAC).

Teores de pigmentos: a extracdo dos carotendides totais foi realizada utilizando matéria
fresca, segundo o método validado por Sims ¢ Gamon (2002). Os pigmentos analisados foram
clorofilas, antocianinas e carotendides em solugdo tamponada de acetona e também em
metanol. A quantidade de material foi adaptada de acordo com as caracteristicas do vegetal.
As amostras trituradas e pesadas, foram homogeneizadas em mini-turrax (MARCONI) com 3
mL de uma solucdo gelada de acetona/Tris-HCI (80:20, v:v, pH 7,8 0,2M), durante um
minuto. A extragdo foi conduzida em gelo e protegida da luz. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi imediatamente conduzido para
leitura em espectrofotometro UV/VIS (Amersham-Pharmacia-Biotech) na regido do visivel a
663 (clorofila a), 647 (clorofila b), 537 (antocianina) e 470 (carotendides) nandmetros. Os
valores de absorbancia foram convertidos em pg de carotendides totais.g”' com base nas
formulas deduzidas pelos autores: Carotendides (umol. mL™") ={A47-[17,1.(Cla+Clb)]-
9,479.antocianina}/119,26. Clorofila a (umol. mL'l) = 0,01373(As63)-0,000897(As37)-
0,003046(Ag47). Clorofila b (umol. mL™) = 0.02405(Ae47)-0.004305(A537)-0.005507(Ag63).

Teor de fenois totais: a andlise foi realizada de acordo com o método espectrofotométrico
com o uso do reativo de Folin-Ciocalteu (Rossi Jr., 1965; Singleton et al., 1999). Amostras do
material seco e moido foram pesadas e colocadas em tubos de centrifuga, contendo acetona
50%. Em seguida foram levados para banho ultrassonico por 20 minutos e posteriormente
centrifugados a 6.000 x g (HETTICH ZENTRIFUGEN MIKRO 220R) durante 10 minutos,
depois do que o sobrenadante foi recolhido. O precipitado foi re-extraido e os sobrenadantes
combinados. Aliquotas de 0,1 mL do sobrenadante foram transferidas para tubos de ensaio,
juntamente com 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau e 2,5 mL de solucdo saturada de

Na,COs. Ap6s 1 hora de reagdo (completa precipitacdo do carbonato) a leitura de absorbancia
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foi realizada a 725 mm (PHARMACIA BIOTECH ULTROSPEC 2000) e os resultados

e -1 . ;. yqe
expressos em pg fendis g massa seca, em equivalente de acido galico.

Teor de flavondides totais: a extragdo foi realizada de acordo com o método de Awad et al.
(2000), segundo as adaptagdes realizadas por Popova et al (2004). Amostras de material
fresco foram maceradas em nitrogénio liquido e pesadas em balanga analitica. Metanol
acidificado 10% foi adicionado as amostras, que posteriormente foram levadas ao banho
ultrassonico durante 30 minutos e com adi¢do de cloreto de aluminio 5% foram centrifugadas
por 20 minutos a 10000 x g (JOUAN MR 18 12). Em seguida, as amostras foram filtradas ¢ a
leitura de absorbancia realizada a 425 nm. Os resultados foram expressos em ug flavondides

-1 . .
g massa fresca, em equivalente de quercetina.

Teor de acido ascorbico: a determinacdo foi realizada pelo método de Tillmans, por
titulometria, baseando-se na reducao do corante 2,6 diclorofenol-indofenol pelo acido
ascorbico. O 4cido ascorbico foi colocado para reagir com o indicador oxidado 2,6

diclorofenol-indofenol de forma a produzir um composto incolor (IAL, 2005).

RESULTADOS

Concentracio da solu¢io nutritiva no crescimento das plantas: as plantas cultivadas nas
solucdes nutritivas com diferentes concentracdes apresentaram respostas semelhantes quando
se avaliou a AF, MSF e MST (Figura 1). De maneira geral, os valores mais baixos foram
revelados pelas plantas cultivadas com solucdo 100%, os intermedidrios pelas submetidas a
solucdo 75% e os mais elevados pelas plantas cultivadas em solucao 50% e 25%. Deve ser
registrado o aumento continuo de AF, MSF e MST das plantas cultivadas com solu¢ao 100%
até os 100 DAT, estabilizacdao nas cultivadas com solucao 75% dos 80 aos 100 DAT e, de
modo geral, no mesmo periodo, tendéncia de queda dessas varidveis nas plantas cultivadas em

solucao 25% e 50%.

Concentracio da solucio nutritiva nos indices fisiologicos da analise de crescimento:
RAF, a TAL, a TCR ¢ a RMF tenderam ao decréscimo durante o todo o desenvolvimento,
com exce¢do das plantas cultivadas em solucdo nutritiva completa, em que esses indices

revelaram-se mais constantes. Nessas curvas, decréscimos mais acentuados foram verificados
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para as plantas cultivadas com as menores concentragdes de solugdes nutritivas (25% e 50%)

(Figura 2).

Concentracio da solucio nutritiva nas trocas gasosas: as plantas cultivadas em solugao
25% e 50% apresentaram maior assimilacdo de CO; (A) aos 20 e 45 DAT. Aos 85 DAT, a
assimilacdo de CO, diminuiu, tornando-se mais proxima a das demais plantas (Figura 3-A).
Resultados semelhantes foram verificados para a condutancia estomatica (gs) (Figura 3-B). De
maneira geral, as plantas cultivadas com as solugdes mais diluidas apresentaram as maiores
concentragodes internas de CO; (Ci) e transpiragdo (Figuras 3-C e 3-D). Aumento da eficiéncia
de carboxilacdo (A/Ci) ocorreu principalmente aos 20 DAT, nas plantas cultivadas em
solugdo 50%, e aos 45 e 85 DAT naquelas cultivadas em solu¢do completa (Figura 3-E).
Destaca-se aumento da eficiéncia do uso da agua (A/E) aos 85 DAT nas plantas cultivadas em
solugdo nutritiva completa ¢ o equilibrio dessa variavel que as plantas dos diferentes

tratamentos mantiveram durante as trés avaliagdes (Figura 3-F).

Concentracio da solucao nutritiva nos teores de Clorofila a: plantas cultivadas em solugao
50% e 75% revelaram os maiores teores de clorofila a aos 40 DAT. Aos 60 e 80 DAT as
plantas cultivadas em solugdo 75% apresentaram os menores teores (Tabela 1). Clorofila b:
aos 40 DAT as plantas ndo apresentaram diferenga nos teores de clorofila b, com excecdo das
plantas cultivadas em solucdo 25%, que revelaram os menores, ndo diferindo das cultivadas
com 100% e 75% (Tabela 1). Antocianinas: de maneira geral, os teores de antocianina
aumentaram com o desenvolvimento. As plantas cultivadas com solu¢ao 50% apresentaram o
menor teor aos 60 DAT e o maior aos 80 DAT (Tabela 1). Carotendides: os maiores teores
de carotenoides ocorreram aos 80 DAT, nas plantas cultivadas com 50% e 25%. Aos 60 DAT
as plantas cultivadas em solu¢do 25% e 100% revelaram os maiores teores de carotenoides

(Tabela 1).

Concentracio da solu¢do nutritiva no potencial antioxidante (DPPH): aos 20 DAT as
plantas cultivadas em solugdo nutritiva 25% apresentaram o menor potencial antioxidante
(DPPH). Aos 40 DAT essas plantas e as cultivadas em solugdo 100% apresentaram os
maiores potenciais antioxidantes (DPPH), mantido mais elevado aos 80 DAT nas plantas
cultivadas em solug¢do 100% (Tabela 2). Fendis totais: aos 40 DAT, as plantas cultivadas em
solugdo 25% apresentaram os menores teores de fendis totais. Aos 60 DAT, os menores teores

foram revelados pelas plantas cultivadas em solucdo 75% e aos 80 ¢ 100 DAT as plantas
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cultivadas em solugdo 100% apresentaram os maiores teores. Flavonéides totais: As plantas
cultivadas em solucdo 25% apresentaram os menores teores de flavonoides totais em relagao
aquelas cultivadas com solugdo 75% aos 40 DAT. Aos 80 DAT, os menores teores foram
revelados pelas plantas cultivadas em solu¢do 25% e 75%. Aos 100 DAT a solucdo 50%
apresentou o menor valor em relagdo aquelas cultivadas com solugdo 75%. Acido ascérbico:

aos 20 DAT as plantas cultivadas em solugdo 100% apresentaram o maior teor.
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Figura 1. Area foliar (A), massa seca de folhas (B) e massa seca total (C) de Origanum vulgare L. ssp. vulgare
cultivado em solugdo nutritiva n°2 de Hoagland e Arnon (1950) 100% (completa), 75%, 50% e 25%, aos 20, 40,
60, 80 e 100 dias apos o transplante. A. area foliar; B. massa seca de folhas; C. massa seca total.
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Figura 2. Razdo de area foliar (A), razdo de massa foliar (B), taxa assimilatoria liquida (C) e taxa de
crescimento relativo (D) de Origanum vulgare L. ssp. vulgare cultivado em solugdo nutritiva n°2 de Hoagland e
Arnon (1950) 100% (completa), 75%, 50% e 25%, aos 20, 40, 60, 80 ¢ 100 dias apos o transplante.
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100% (completa), 75%, 50% e 25%, aos 20, 40, 60, 80 e 100 dias ap6s o transplante.



Tabela 1. Clorofilas a e b, antocianinas e carotendides de Origanum vulgare L. ssp. vulgare cultivado em solugdo nutritiva n®2 de Hoagland e Arnon (1950) 100% (completa),

75%, 50% e 25%, aos 20, 40, 60, 80 e 100 dias apds o transplante.

dias apos o transplante

Pigmentos Tratamentos
20 40 60 80 100
100% 0,010+ 0,001 Ba 0,017 £0,004 Ab 0,020 £0,003 Aa 0,020 £ 0,001 Aa 0,020+ 0,002 Aa
Clorofila a 75% 0,010+ 0,001 Ba 0,022 £0,004 Aab 0,010+0,003 Bb 0,010 £0,003 Bb 0,020+ 0,002 Aa
(mg/100g amostra) 50% 0,015+0,003 Ba 0,027 £0,004 Aa 0,017+ 0,003 Ba 0,020 £ 0,003 Ba 0,020+ 0,002 Ba
25% 0,012+ 0,003 Ba 0,020 £0,002 Ab 0,017 +£0,003 ABa 0,017 £0,004 ABa 0,017+0,002 ABa
100% 0,010+ 0,001 Ca 0,027 £0,005 Aab 0,025 +£0,004 ABa 0,015+0,003 Ca 0,017 +0,003 BCa
Clorofila b 75% 0,017+ 0,002 Ba 0,027 £0,002 Aab 0,020 +£0,002 ABa 0,015+ 0,006 Ba 0,020+ 0,002 ABa
(mg/100g amostra) 50% 0,017+0,004 Ba 0,032 +£0,005 Aa 0,020 £ 0,002 Ba 0,015+0,004 Ba 0,022 +£0,004 Ba
25% 0,020 £ 0,003 Aa 0,022 £0,003 Ab 0,020 £ 0,004 Aa 0,015+0,002 Aa 0,020+ 0,003 Aa
100% 0,25+0,014 Ca 0,47+0,062 Ba 0,74+ 0,144 Aa 0,59+ 0,083 ABD 0,67+0,090 Aa
Antocianinas 75% 0,32+ 0,020 Ba 0,57+ 0,067 Aa 0,57 +0,086 Aab 0,38+ 0,086 ABc 0,57+0,013 Aa
(mg/100g amostra) 50% 0,31+0,064 Da 0,59+0,016 BCa 0,44 £0,062 DCb 1,03+0,062 Aa 0,67+ 0,067 Ba
25% 0,27+0,044 Ca 0,46 £0,075 BCa 0,63+ 0,068 ABa 0,75+ 0,068 Ab 0,72+0,111 Aa
100% 0,06 £0,004 Ca 0,11+0,012 BCa 0,19+ 0,046 Aa 0,16+ 0,026 ABD 0,18+ 0,018 Aa
Carotenéides 75% 0,08 £0,004 Ba 0,12+0,013 ABa 0,14+0,018 ABbc 0,09+0,009 Bc 0,16+0,010 Aa
(mg/100g amostra) 50% 0,08+ 0,016 Da 0,16+ 0,021 BCa 0,12+0,014 CDc 0,23+ 0,005 Aa 0,18+ 0,016 ABa
25% 0,07+ 0,010 Ba 0,11 +0,020 Ba 0,18 0,007 Aab 0,19+ 0,008 Aab 0,19+ 0,026 Aa

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As letras mintisculas nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das
épocas e as maiusculas nas linhas comparam médias das épocas dentro dos tratamentos.

€€



Tabela 2. Potencial antioxidante (DPPH), fenois totais, flavonodides totais € acido ascorbico de Origanum vulgare L. ssp. vulgare cultivado em solugdo nutritiva n°2 de
Hoagland e Arnon (1950) 100% (completa), 75%, 50% e 25%, aos 20, 40, 60, 80 e 100 dias ap6s o transplante.

dias apos o transplante

Determinagdes  Tratamentos
20 40 60 80 100
Potencial 100% 6,65+1,49 Ba 892+2,12 Bb 1401 £1,61  Aa 1558126 Aa 14,78+1,50 Aa
antioxidante 75% 6,77+1,63 Ca 14,82+ 1,65 Aa 11,55+1,31 Ba 573+1,19  Cb 1434+1,32  Aa
(DPPH) 50% 6,53+0,71 Ba 16,32+ 0,91  Aa 13,85+ 1,94 Aa 591+0,19 Bb 1538+1,39 Aa
(pm/g amostra) 25% 2,73+0,83 Cb 3424059 Cc 11,52+ 1,27 Aa 6,69+1,04 Bb 13,49+0,94 Aa
100% 0,85+0,10 Da 1,28+0,05 Ca 2,09+031 Ba 231+0,06 ABa  2,555+0,56 Aa
Fenéis totais 75% 1,22+0,16 Ba 1,23+0,12 Ba 1,46+027 ABb  1,17+£020 Bc 1,80+0,12  Ab
(2/100g amostra) 50% 1,10£0,03 Ca 1,51£0,29 ABCa 191+0,17 Aa 1,44+0,18 BCbc  1,73+0,11  ABb
25% 0,92+0,06 Ba 0,70+ 0,11  Bb 2,04£0,10  Aa 1,83+0,15 Ab 1724022 Ab
100% 2,95+0,06 Ca 3,10£0,17 BCab  3,37+0,16 Aa 333+0,14 ABa  3,35+0,06 Aab
Flavondides 75% 3,05£0,00 BCa  330+0,16 ABa  335+008 Aa 2,9840,10 Cb 3,46£0,09 Aa
oS 50% 2,89+0,03 Ca 3,09+0,06 BCab 3294005 ABa  335+0,03 Aa 3,20+0,08 ABb
25% 2,88+0,01 Ba 3,01£0,04 Bb 333+0,06 Aa 3,05+£0,17 Bb 3,37£0,09  Aab
) 100% 0,022+0,002 Aa  0,023+0,003 Aa  0016+£0,002 Ba  0,014+0,001 Ba  0012+0,002 Ba
Acido 75% 0,017£0,001 Ab  0016+0,002 ABa 00140001 ABa 0,014+0,002 ABa 0012+0,002 Ba
(gﬁggg":ﬂ(};fa) 50% 0,016+0,001 ABCb 0,20+0,000 Aa  0017+0,001 ABa  0013+0,00 BCa  0,012+0,000 Ca
25% 0,014£0,002 Bb  0,022+0,003 Aa  0,014+£0,001 BCa 0016+0,001 Ba  0,010+0,001 Ca

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As letras mintisculas nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das
épocas e as maiusculas nas linhas comparam médias das épocas dentro dos tratamentos.

Ve
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DISCUSSAO

O desenvolvimento das plantas cultivadas em solu¢do nutritiva com diferentes
concentragdes revelou alteragdes ao longo das €pocas de colheita. De forma geral, os maiores
valores de MST, MSF e AF foram observados nas plantas cultivadas em solugdo 25% e 50%,
indicando maior crescimento da espécie nessas condi¢des. Plantas cultivadas em solugao 75%
apresentaram crescimento intermediario, sendo o mais baixo verificado em plantas cultivadas
com solugdo 100%, o que permite concluir que o aumento da concentracdo da solucao
nutritiva inibiu durante algum tempo ou atrasou o desenvolvimento da espécie. Embora cada
espécie apresente exigéncia nutricional diferente (Malavolta, 2006), o aumento em 25% na
concentracdo da solug¢do nutritiva completa (100%) proposta por Furlani et al. (1999) foi

prejudicial ao desenvolvimento de plantas de coentro e salsa (Luz et al. 2012).

Esses resultados foram confirmados com os indices fisioldgicos. A RAF, que
representa a area foliar da planta utilizada para a fotossintese, tende ao decréscimo a medida
que as plantas crescem, pois com o aumento do nimero de folhas ocorre a interferéncia das
folhas novas sobre as antigas, diminuindo a érea foliar util em fun¢do do autossombreamento

(Benincasa, 2003).

As plantas cultivadas em solugdes diluidas apresentaram RAF decrescente. O maior
decréscimo denota crescimento mais rapido, o que pode ser observado para as plantas
cultivadas com solugdo 25% e 50%. J& as plantas cultivadas em solu¢ao 100% mantiveram
RAF estavel durante todo o desenvolvimento, comprovando crescimento mais lento. O
aumento da concentra¢do de fosforo em 50% também diminuiu a RAF em plantas de Mentha
X piperita L. cultivadas em solugdo completa n®2 de Hoagland e Arnon (1950) (David et al.,
2007).

O decréscimo da razdo da massa foliar revelado em todos os tratamentos (Figura 2-B)
estd de acordo com estudos identificados na literatura sobre esse indice fisiologico. Para
garantir o crescimento, os fotoassimilados produzidos nas folhas sdo translocados para os
demais orgdos (Benincasa, 2003), logo, a diminuigdo dessa variavel infere maior crescimento
vegetal. As plantas cultivadas em solu¢do 25% apresentaram o mais rapido decréscimo da
curva, seguidas daquelas cultivadas com 50% e 75%. Embora tendo avaliado aluminio, que

pode para algumas espécies, na dependéncia da concentracao, ser elemento benéfico, Tecchio
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(2005) cultivou porta enxertos de videiras e verificou que as plantas submetidas a baixas
adi¢des de aluminio em solugdo nutritiva apresentaram maior redistribuicdo de massa seca das

folhas para o restante da planta.

A TAL expressa fotossintese liquida, ou seja, o balango entre o que € produzido no
interior dos cloroplastos ¢ o consumido pelo processo respiratdrio. O crescimento esta
diretamente relacionado ao aumento da respiracdo e consequentemente a redugdo desse
indice, o que indica maior eficiéncia fotossintética da planta (Benincasa, 2003). As plantas
cultivadas em solucao 25% e 50% apresentaram maior efici€éncia fotossintética no periodo,

revelado pelo decréscimo mais rapido da curva.

A TCR reflete o aumento de massa seca ou area foliar que estd diretamente
relacionado ao material vegetal pré-existente na planta (Radford, 1967). As elevadas taxas nas
primeiras avaliagcdes, com posteriores decréscimos, indicam maior acimulo de matéria seca
em relagdo ao material pré-existente no inicio do desenvolvimento (Boaro et al., 1996; David
et al., 2007), nas plantas cultivadas em solu¢do nutritiva 25% e 50%, acumulo intermediario
nas cultivadas em solugdo 75% e menor nas plantas submetidas a solucdo 100%. A queda
mais acentuada da curva também indica crescimento mais rapido do vegetal.

Esses resultados concordam com David e Boaro (2009) que cultivaram Mentha
piperita L. e observaram que TAL e TCR apresentaram quedas mais lentas, quando as plantas
foram submetidas ao tratamento com nivel completo de nutrientes. As curvas decrescentes,
com quedas acentuadas foram verificadas para as plantas cultivadas em solucdo menos
concentrada.

Esses resultados observados no crescimento do vegetal sugerem que a concentragdo de
sais da solucdo nutritiva pode ter sido um fator de estresse para as plantas, gerando distlrbios
funcionais no crescimento, comprometendo a produgao da biomassa e limitando a fotossintese
(Larcher, 2006).

A variagdo na disponibilidade de nutrientes minerais também pode interferir com as
taxas de assimilagdo (von Caemmerer e Farquhar, 1981), que assim como a taxa de
transpiracao, ¢ influenciada diretamente pela condutancia estomatica, devido ao processo de
abertura e fechamento estomatico (Farquhar e Sharkey, 1982).

Aos 20 e 45 DAT houve aumento da taxa de assimilagdo de CO, nas plantas
cultivadas em solugdo 25% e 50%. A condutancia estomatica ¢ a concentracgao interna de CO;

também foram maiores, o que pode explicar a maior assimila¢do. Ja as plantas cultivadas em
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solugdo 100% e 75% revelaram, de maneira geral, assimilacdo de CO,, condutincia

estomatica e concentragao interna de CO, mais baixos.

No entanto, aos 85 DAT as plantas cultivadas em solugdo 100% apresentaram taxas de
assimilagdo, condutancia estomadtica e concentragao interna de CO, semelhantes aquelas das
plantas cultivadas com solugdo 25% e 50%. Como essas plantas transpiram menos a sua
eficiéncia para o uso da dgua foi maior, nessa época. Isso pode explicar os resultados de TAL
(Figura 2) e da AF, MSF e MST mais elevados a partir dos 80 DAT (Figura 1). O aumento na
concentracdo de sais na solugdo nutritiva também ocasionou reducdo na condutancia
estomatica, taxas de transpiracdo e concentragdo interna de CO; nas folhas de plantas de

berinjela cultivadas por Bosco et al. (2009).

As plantas cultivadas com solugdo 25% apresentaram os menores indices do potencial
antioxidante durante todo o desenvolvimento. Os baixos teores de acido ascorbico, aos 20
DAT, de flavonoides totais aos 40 e 80 DAT, de antocianinas aos 80 DAT e de fendis totais a
partir dos 60 DAT denotam a menor capacidade antioxidante dessas plantas em relagao as
demais, o que sugere que nessas condi¢des de cultivo, as plantas ndo estavam submetidas a

estresse nutricional, por excesso de nutrientes.

As plantas submetidas aos demais tratamentos apresentaram elevado potencial
antioxidante aos 20 DAT, com maior indice de acido ascorbico nas plantas cultivadas em
solucao 100%. Aos 40 DAT, as plantas cultivadas em solucao 50% e 75% apresentaram o
maior potencial antioxidante, que pode ser explicado pelos maiores teores de fendis totais e
flavonodides totais. As plantas cultivadas em solu¢do 100%, aos 80 DAT apresentaram os
maiores teores de flavondides e fenodis totais, e consequentemente, maior potencial

antioxidante, nessa avaliagao.
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Composi¢cao quimica do o6leo essencial de Origanum vulgare L. ssp. vulgare
cultivado em solucao nutritiva
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Composi¢cao quimica do o6leo essencial de Origanum vulgare L. ssp. vulgare

cultivado em soluciao nutritiva
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Resumo
Plantas de Origanum vulgare L. ssp. vulgare foram cultivadas em solug¢do nutritiva n°2 de
Hoagland e Arnon D' 100% (completa) e 75%, 50% e 25%. O objetivo do estudo foi avaliar a
influéncia da solug¢ao nutritiva completa e diluida na composi¢ao quimica do 6leo essencial da
espécie durante o seu desenvolvimento. Aos 60, 80 e 100 dias apos o transplante para a
solugdo nutritiva, as plantas foram colhidas e secas em estufa de circulagdo forgada de ar a
40°C. O oleo essencial (OE) foi extraido de folhas e caules secos por hidrodestilagdo em
aparato Clevenger e a identificagdo dos compostos quimicos, avaliada por GC/MS. A anélise
revelou a presenca de 25 substidncias com predomindncia da classe quimica dos
sesquiterpenos, sendo o germacreno D um dos compostos majoritarios. Os resultados obtidos
revelam que os compostos majoritarios dos OEs de Origanum vulgare L. ssp. vulgare, com
exce¢do do germacreno D, apresentaram influéncia da concentragdo da solugdo nutritiva e da
época de colheita ao longo do desenvolvimento da espécie. Os teores de sesquiterpenos
tenderam a aumentar nas plantas cultivadas em solugdes mais concentradas (100% e 75%), o

que pode sugerir possivel estresse causado pelo aumento dos nutrientes.

Palavras chave

Orégano, Lamiaceae, germacreno D, monoterpenos, sesquiterpenos, hidroponia

Abstract
Origanum vulgare L. ssp. vulgare plants were grown with 100% (complete), 75%, 50%, and
25% Hoagland and Arnon (1950) #2 nutrient solution ™. The objective of the study was to
evaluate the influence of the complete nutrient solution with the various diluted solutions,

with regards to the chemical composition of the essential oil of Origanum vulgare L. ssp.
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vulgare, during its growth. At 60, 80 and 100 days after transplantation to the nutrient
solution, the plants were harvested and oven dried forced circulation of air at 40 °© C. The
essential oil (EO) was extracted from leaves and stalks by hydrodistillation in Clevenger
apparatus and identification of chemical compounds was assessed by GC / MS. The analysis
revealed the presence of 25 substances with predominantly chemical class of sesquiterpenes,
that germacrene D is one of the major compounds. The results of this experiment indicates
that the major compounds of essential oil, with the exception of germacrene D, were shown to
be influenced by the nutrient solution concentration, as well as the and harvest timeframe,
throughout the development of the species. The percentege of sesquiterpenes tended to
increase in plants cultivated in more concentrated solutions (100% and 75%). These results

suggest a possible stress caused by the increase of nutrients.

Key Word Index

Oregano, Lamiaceae, germacrene D, monoterpenes, sesquiterpenes, hydroponics

Introducao

A atual classificacdo de ordens e familias de plantas com flores, o APG III @ refere a
familia Lamiaceae como pertencente a ordem Lamiales. Com cerca de 300 géneros e 7.500
espécies, a familia se destaca pela riqueza em plantas aromaticas como a lavanda (Lavandula
angustifolia), a erva-cidreira (Melissa officinalis), o alecrim (Rosmarinus officinalis) ¢ o
orégano (Origanum vulgare) @.

Com base em caracteristicas morfologicas, a espécie Origanum vulgare L., apresenta
seis subespécies, sendo elas, gracile (Kock) Ietswaart, glandulosum (Desfontaines) Ietswaart,
hirtum (Link) Ietswaart, vulgare L., virens (Hoffmannsegg et Link) Ietswaart and viride
(Boissier) Hayek @

Mesmo depois da revisao do género Origanum por Ietswaart, algumas duvidas ainda

® A tradicional analise

persistem na diferenciagdo das subspécies de O. vulgare L.
taxondmica das plantas aromaticas se baseou em caracteristicas morfoldgicas, mas com base
na importancia da composicao dos metabdlitos secundarios sintetizados pela planta, a
quimiotaxonomia também deve ser considerada, complementando os dados ja existentes sobre

a sistematica e filogenia da espécie ©.
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Populagoes nativas de Origanum vulgare L. na Italia, apresentaram caracteristicas
morfologicas pertencentes a subspécie viride. Entretanto, o teor ¢ a composicdo do 6leo
essencial (OE) apresentaram resultados diferentes dos esperados € mais proximos aos de
outras subspécies relatadas anteriormente nessas mesmas populagdes. Esses resultados
denotam a necessidade de estudos adicionais na classificagdo da espécie em suas varias
subspécies, com base, por exemplo, na composi¢io quimica do OE 7.

A importancia econOmica das plantas aromaticas e medicinais estd relacionada
diretamente com a composi¢do quimica do OE produzido por elas. A dificuldade de se
trabalhar com esses OEs ¢ a falta de estabilidade que apresentam, uma vez que, sua sintese

®

estd intimamente ligada a exposi¢do da planta a fatores ambientais “, entre os quais,

variacoes de temperatura, disponibilidade de luz, recursos hidricos e nutrientes minerais do
solo @.

Em ambiente natural, a variacdo de nutrientes minerais no solo alterou o padrdo de
emissdo de monoterpenos em espécies na regido do Mediterraneo, incluindo uma espécie da
familia Lamiaceae. As emissoes de monoterpenos foram relacionadas a disponibilidade de
nitrogénio e fosforo, enquanto sua dependéncia em célcio e potassio foi variavel dentro das
espécies 19,

Com base no exposto e considerando que as caracteristicas quimicas dos OEs podem
variar com as coordenadas geograficas que atuam sobre a produgdo dos tricomas glandulares

(D" com a escolha das folhas ou inflorescéncias que serdo utilizadas para a extragio do OE

: . : o . . i (13
, com a quantidade de nutrientes disponiveis no solo e épocas de colheita da espécie ™, o

a12)
presente estudo se justifica, uma vez que seu objetivo foi avaliar a influéncia da solucao
nutritiva completa e diluida, e portanto, com variacdo da concentragdo dos nutrientes, na
composi¢do quimica do 6leo essencial de Origanum vulgare L. ssp. vulgare durante o seu

desenvolvimento.

Experimento

Material vegetal: estacas de Origanum vulgare L. ssp. vulgare foram obtidas de ramos
aéreos de plantas matrizes cultivadas a partir de sementes comerciais (Topseed Garden®, da
linha Blue Line), em canteiros. A seguir, as estacas foram acondicionadas em bandejas de

poliestireno expandido, utilizando-se o substrato comercial Rendmax® e mantidas em camara
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de nebulizagdo intermitente, até o enraizamento. Apos 40 dias, as plantas enraizadas foram
colocadas em casa de vegetacdo tipo Paddy-Fan e transferidas das bandejas de substrato para
vasos de polietileno com capacidade de seis litros, contendo solugdo nutritiva n°2 de
Hoagland e Arnon ¥ 100% (completa) e solugdo 75%, 50% e 25%. O pH e a condutividade
elétrica da solucao nutritiva foram avaliados durante todo o experimento e mantidos entre 6,0
e 6,5 ¢ entre 1,5 ¢ 2,5 mS cm™, respectivamente. A solucdo nutritiva foi continuamente
arejada por meio de soprador rotativo, renovada sempre que as especificacdes acima se
alteraram e seu volume nos vasos foi completado com agua deionizada. Em delineamento
inteiramente casualizado, as trés plantas dos diferentes tratamentos, em trés repeti¢oes, foram
colhidas aos 60, 80 e 100 dias apds o transplante (DAT), quando as folhas e os caules foram
submetidos a secagem em estufa de circulacdo forcada de ar, na temperatura de 40°C por 72

horas.

Extracao do éleo essencial: o OE foi extraido das folhas e caules secos, por hidrodestilagao
em aparato Clevenger durante 2 horas, e posteriormente, armazenado em frascos de vidro,

devidamente identificados e mantidos em freezer em temperatura abaixo de 4°C.

Analise da composicao quimica: a analise quantitativa da composi¢do quimica foi realizada
por meio de cromatografo a gas com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC, Shimadzu,
GC-2010/A0C-201), dotado de coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25mm x 0,25
um), hélio como gas de arraste, vazao de 1,0 mL min-1, injetor a 240°C, detector a 230°C,
split 1/20 e o seguinte programa de temperatura: 60°C-180°C, 3°C min™'; 180°C-280°C; 10°C
min'; 280°C (5min). A analise qualitativa da composicdo quimica dos Oleos essenciais foi
conduzida em cromatégrafo a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM, Shimadzu,
QP-5000), operando a 70 eV, dotado de coluna capilar de silica fundida OV-5 (30 m x 0,25
mm x 0,25um), hélio como gas de arraste (1,0 mL min-1), split: 1/20, injetor a 240°C,
detector a 230°C e o seguinte programa de temperatura: 60°C-240°C, 3°C min".

Identificacdo dos constituintes quimicos: foi efetuada por anélise comparativa dos espectros
de massas das substancias com o banco de dados do sistema GC-MS (Nist 62.1ib), literatura e
indice de retencdo das substancias com os obtidos pela injecdo de uma serie homologa de n-
alcanos no programa de temperatura anteriormente descrito , aplicando-se a equagdo de Van

den Dool e Kratz .



46

Analise estatistica: Os compostos majoritarios foram avaliados por andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia, com

auxilio do programa computacional SISVAR @9

Resultados e Discussao

A analise cromatografica das amostras do OE de O. vulgare ssp. vulgare revelou a
presenga de 25 compostos ¢ a predominadncia de sesquiterpenos (Tabela 1). O composto
majoritario presente nas amostras foi o germacreno D, com porcentagem entre 20,64 e
30,79%, seguido do somatério de (Z) e (E)-B-ocimeno, P-cariofileno, sabineno,
biciclogermacreno, espatulenol e oxido de cariofileno na dependéncia da concentragdo da
solucdo nutritiva utilizada e da época de colheita das plantas (Tabela 2).

Os compostos majoritarios identificados nesse estudo coincidem com os apresentados
na literatura. A composi¢do dos OEs da subspécie vulgare foi avaliada em plantas selvagens
coletadas em 10 localidades do distrito de Vilnius, na Litudnia. Os quatro principais
compostos, germacreno D (10-16,9%), B-ocimeno (14,9-21,6), B-cariofileno (10,8-15,4%) e

6 Egses resultados foram

a7) en

sabineno (6,4-14,2%), foram verificados em 8§ localidades
semelhantes aos encontrados nos OEs de grupos de espécimes cultivados na Franca a
Italia . Esses resultados concordantes indicam que independente das condi¢des de cultivo
ou crescimento da espécie, o 6leo da subespécie vulgare apresenta o perfil quimico revelado
no presente estudo, no tocante aos seus componentes majoritarios.

Neste trabalho, o germacreno D apresentou-se como um dos compostos majoritarios
principais, ndo sendo observada diferenga nos seus teores entre as plantas cultivadas com as
varias solugdes ao longo de seu desenvolvimento. Oleos ricos em germacreno D, reconhecido

. . 1
precursor de muitas estruturas de sesquiterpenos "*

20

, apresentaram atividade antimicrobiana
em espécies da familia Annonaceae ", evidenciando seu potencial farmacolégico.

Em solu¢do completa, as plantas apresentaram OE com os teores mais baixos de
sabineno, aos 60 DAT, quando comparados aos OE dos demais tratamentos. Aos 100 DAT
houve diminuicao nos teores de (Z) e (E) B-ocimeno e sabineno, € aumento nos teores de

oxido de cariofileno (Tabela 2).
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Aos 80 DAT, as plantas cultivadas em solu¢do 75% apresentaram o6leo com os
menores teores de B-cariofileno e os maiores de biciclogermacreno, espatulenol e 6xido de
cariofileno, quando comparado ao dos demais tratamentos (Tabela 2).

Plantas cultivadas em solugao 50% apresentaram OE com diminui¢ao dos teores de
(Z) e (E) B-ocimeno aos 100 DAT. Aos 100 DAT as plantas cultivadas em solugdo 25%
apresentaram diminuicdo nos teores de [-cariofileno e aumento de sabineno quando
comparados aos demais tratamentos (Tabela 2).

Germacreno D, somatorio de (Z) e (E) B-ocimeno e B-cariofileno foram compostos
majoritarios observados em todos os tratamentos e épocas de colheita. Ao longo do
desenvolvimento, as plantas cultivadas em solucdo completa ndo apresentaram o sabineno
como composto majoritario, revelando nessa condi¢ao 6xido de cariofileno aos 100 DAT. Em
solucao 75%, aos 80 DAT, o teor de sabineno nao foi expressivo, diferentemente dos teores
de biciclogermacreno, espatulenol e o 6xido de cariofileno que aumentaram e passaram a ser
considerados majoritarios.

Aumentos dos teores de sesquiterpenos foram identificados nas plantas cultivadas em
solugdo 100% (completa) e 75% (Figura 1). O OE extraido das plantas cultivadas em solugao
completa apresentou aos 100 DAT aumento de aproximadamente 20% nos teores de
sesquiterpenos em relacdo a média dos teores observados nas plantas colhidas aos 60 e 80
DAT. As plantas cultivadas em solugdo 75% apresentaram aos 80 DAT, OE com aumento de
aproximadamente 30% nos teores de sesquiterpenos em relagdo a média dos teores
observados nas plantas colhidas aos 60 e 100 DAT. Dessa forma, quando solugdes nutritivas
mais concentradas foram utilizadas (100% e 75%) a partir dos 80 DAT as plantas
apresentaram maiores teores de sesquiterpenos.

Esses resultados concordam com os observados por Duhl et al. ", que ressaltaram
que varios fatores ambientais influenciam a produgdo e a emissdo dos sesquiterpenos pelas
plantas. Embora a influéncia da luminosidade, temperatura e sazonalidade sejam as variaveis
mais estudadas, a disponibilidade hidrica e de minerais no solo, além dos niveis de estresse a
que a planta estd submetida, contribuem para a alteracdo das quantidades desses terpenos
sintetizados. Além disso, plantas submetidas a elevadas concentracdes de sais podem
apresentar distirbios funcionais no crescimento, limitando a fotossintese, alterando os demais
processos, sendo fator de estresse @Y.

Por outro lado, as plantas cultivadas com as solugdes nutritivas menos concentradas

(50% e 25%) revelaram maior equilibrio entre os teores de sesqui e monoterpenos (Figura 1).
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Os resultados obtidos revelam que os compostos majoritarios dos OEs de Origanum
vulgare L. ssp. vulgare, com excecdo do germacreno D, apresentaram influéncia da
concentracdo da solug¢do nutritiva ¢ da época de colheita ao longo do desenvolvimento da
espécie. Os teores de sesquiterpenos tenderam a aumentar nas plantas cultivadas em solugdes
mais concentradas (100% e 75%), o que pode sugerir um possivel estresse causado pelo

aumento dos nutrientes.



Tabela 1. Composi¢do do 6leo essencial (%) de Origanum vulgare L. spp. vulgare cultivado em solucdo nutritiva 100% (completa), 75%, 50% e 25%. Médias das colheitas

realizadas aos 60, 80 ¢ 100 dias apds o transplante.

Classe Quimica/ . ,100% . , 75% . . 0% . , 25%
Substancia dias apds o transplante dias apds o transplante dias apds o transplante dias apds o transplante IR IR
60 80 100 60 80 100 60 80 100 60 80 100 Cal* Lit**
Monoterpenos
a-pineno Tr 0,11 0,53 0,33 tr 0,20 0,26 0,23 0,26 0,18 0,20 0,21 935 939
Sabineno 2,74 2,36 1,63 11,68 1,90 10,55 10,72 5,83 5,70 7,58 5,27 14,95 974 975
1-octen-3-ol 2,55 0,78 0,49 0,87 0,54 1,46 0,94 2,97 2,22 2,29 1,47 2,01 978 979
Mirceno 0,84 1,50 0,74 4,37 0,52 4,83 3,71 1,97 3,55 2,47 3,32 4,30 992 990
p-cimeno 0,42 0,52 0,36 1,43 0,30 0,72 0,25 0,41 0,33 0,40 0,42 0,76 1024 1024
limoneno 0,44 0,48 0,39 0,82 0,40 1,01 0,93 1,03 1,00 0,83 1,04 1,31 1029 1029
1,8-cineol 0,14 0,18 tr 0,30 Tr 0,30 0,20 0,35 0,58 0,27 0,15 0,49 1031 1031
(Z)-B-ocimeno 1645 19,16 6,01 18,07 7,56 11,69 21,72 26,07 13,34 23,11 18,31 13,43 1037 1037
(E)-B-ocimeno 6,33 4,72 2,18 3,59 3,08 3,78 5,25 5,76 3,48 6,28 4,88 2,98 1047 1050
y-terpineno 0,64 1,25 1,27 0,67 0,48 1,73 1,15 1,23 0,69 1,64 0,87 1,62 1058 1059
Linalol 1,50 1,11 0,39 0,40 0,67 0,29 0,38 4,75 0,99 0,47 0,91 0,50 1100 1095
Monoterpenos (%) 32,04 32,15 13,98 4253 1544 36,53 4550 50,60 32,12 4552 36,85 4254
Sesquiterpenos
B-bourboneno 0,32 0,33 0,86 0,23 0,46 0,32 0,23 0,32 0,58 0,21 0,46 0,67 1385 1388
B-elemeno 0,91 0,71 0,66 0,56 0,64 0,69 0,54 0,72 0,84 0,58 0,69 0,66 1392 1390
B-cariofileno 12,66 12,62 14,06 12,48 11,75 16,46 10,64 7,26 11,13 10,80 17,27 8,06 1420 1419
a-humuleno 1,83 1,72 2,53 2,07 2,08 3,03 1,73 0,73 1,61 1,53 2,08 1,32 1453 1454
allo-aromadendreno 0,32 0,49 0,36 0,21 0,54 0,16 0,16 0,29 0,28 0,18 0,39 0,30 1461 1460
germacreno D 30,29 30,79 27,56 20,64 28,23 29,62 22,76 24,60 26,72 23,41 2535 28,97 1482 1481
biciclogermacreno 6,15 5,49 4,99 3,93 7,63 1,72 5,24 2,19 6,34 4,62 2,19 1,27 1496 1500
(E,E)-a-farneseno 1,47 2,76 1,21 1,91 2,52 5,59 2,60 1,32 2,59 2,02 2,47 4,97 1509 1505
y-cadineno 0,21 0,23 0,49 0,25 0,30 0,20 0,17 0,27 0,23 0,20 0,33 0,30 1514 1513
d-cadineno 1,00 1,01 1,21 1,13 1,21 0,63 0,78 1,00 0,88 1,09 1,26 0,80 1524 1523
Espatulenol 2,33 2,82 2,80 3,27 7,69 0,36 1,51 1,11 3,29 1,41 0,88 0,50 1577 1578
oxido de cariofileno 2,02 2,45 15,46 1,87 7,53 0,31 1,20 1,36 5,03 1,27 2,40 1,53 1582 1583
humuleno epoxy II Tr 0,39 1,76 0,40 0,94 0,39 0,28 0,17 0,63 0,16 0,28 0,28 1607 1608
a-muurolol 0,35 0,55 1,13 0,83 0,88 0,41 0,46 0,68 0,58 0,65 0,75 0,69 1647 1646
Sesquiterpenos (%) 59,86 62,37 75,10 4977 72,39 59,86 48,31 42,02 60,74 48,14 56,81 50,29
Total identificado (%) 91,90 96,79 91,19 92,30 87,83 96,39 93,81 92,62 92,86 93,66 93,65 92,82

*IR Cal = indice de retencdo de Kovats calculado; **IR Lit = indice de retencio de Kovats da literatura consultada ®?; tr = (<0,08).

6v
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Tabela 2. Teor (%) dos compostos majoritarios do 6leo essencial de Origanum vulgare L. ssp. vulgare cultivado
em solucdo nutritiva 100% (completa), 75%, 50% e 25%. Médias das colheitas realizadas aos 60, 80 e 100 dias

apos o transplante.

dias ap0s o transplante

t Tratament
Compos 0S ratamentos 60 80 100
100% 30,28 30,78 27,56
G b 75% 20,64 28,23 29,61
ermacreno 50% 22,75 24,59 26,72
25% 2341 2535 28,97
o , a s a s a
5 100% 22,78 A 23.87 Aab 8,18 B
. (] . a 5 K a
. 75% 21,66 A 10,64 Ab 15,46 A
(£)-B-ocimeno 50% 26,97 ABa 31,83 Aa 16,81 Ba
E
(E)-B-ocimeno 25% 29,39 Aa 23.19 ABab 16,40 Ba
100% 12,66 Aa 12,62 Aab 14,06 Aab
. (] K a N al K a
il 75% 12,48 A 11,75 Aab 16,46 A
p-cariofileno 50% 10,64 Aa 725 Ab 11,12 Aab
25% 10,80 ABa 17,27 Aa 8,06 Bb
100% 6,15 Aa 5,48 Aab 4,99 Aab
Bicicl 75% 3,92 ABa 7,62 Aa 1,72 Bab
iciclogermacreno 50% 524 Aa 2,19 Ab 6,34 Aa
25% 4,62 Aa 2,19 Ab 127 Ab
100% 2,73 Ab 2,35 Aa 112 Ac
Sabi 75% 11,68 Aa 1,89 Ba 10,54 Aab
abineno 50% 10,72 Aab 5,82 Aa 5,69 Abc
25% 7,58 ABab 5,27 Ba 14,95 Aa
100% 233 Aa 2.82 Ab 2.80 Aa
Espatulenol 75% 3.26 Ba 7,69 Aa 0,35 Ba
Spatuleno 50% 1,50 Aa 1,11 Ab 3,29 Aa
25% 1,40 Aa 0,88 Ab 0,49 Aa
] 100% 2,02 Ba 2,44 Bab 15,46 Aa
Oxido de 75% 1,87 Ba 7,53 Aa 0,31 Bb
cariofileno 50% 1,19 Aa 1,36 Ab 5,03 Ab
25% 127 Aa 2,39 Aab 1,53 Ab

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As letras mintsculas nas
colunas comparam médias dos tratamentos dentro das épocas de coleta e as maiusculas nas linhas comparam
médias das épocas de coleta em cada tratamento. Quando as compara¢des ndo apresentaram diferencas
significativas as letras ndo foram utilizadas na tabela.
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Figura 1. Teor (%) de monoterpenos e sesquiterpenos do 6leo essencial de Origanum vulgare L. ssp. vulgare
cultivado em solugdo nutritiva 100% (completa), 75%, 50% e 25%. Médias normalizadas das colheitas

realizadas aos 60, 80 e 100 dias apds o transplante.
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CONSIDERACOES FINAIS

Alguns estudos avaliaram as propriedades farmacologicas dos Oleos essenciais de
Origanum vulgare L. em ensaios bioldgicos. Nesses estudos, de maneira geral, ndo sdo
informadas as subespécies a partir das quais os 6leos foram extraidos. A espécie O. vulgare L
taxonomicamente apresenta seis subespécies, que apresentam Oleos essenciais com

composicdes quimicas distintas, caracterizando diferenca na qualidade e funcdo desses 6leos.

No presente estudo, as plantas ndo atingiram a fase reprodutiva durante o tempo de
cultivo em casa de vegetacdo, e dessa forma, sem as inflorescéncias, a identificagdo da
subespécie se tornou um problema, que pode ser solucionado com a avaliagao da composicao
do 6leo extraido e revisdo de literatura, o que esclareceu tratar-se da espécie Origanum

vulgare L. e subespécie vulgare.

Além disso, poucos trabalhos avaliaram a influéncia da nutricdo mineral no
metabolismo primario e na sintese de metabolitos secundarios, produzidos em resposta a esse
fator. Variagdes ambientais podem influenciar esses metabodlitos, que sdo produzidos de
acordo com as necessidades da planta. Dessa forma, a avaliagdo de varidveis fisiologicas que
expressam aspectos dos metabolismos primario e secundario pode ser importante para garantir
o cultivo de planta mais produtivas e resistentes, visando, também maiores teores dos

compostos majoritarios desejados.

Nesse estudo, as plantas de orégano apresentaram melhor desenvolvimento quando
cultivadas em solucao nutritiva menos concentrada (25 e 50%). As plantas cultivadas com
solugdo 25% apresentaram a menor capacidade antioxidante, o que sugere que nessas
condi¢des ndo estivessem submetidas a estresse nutricional, por excesso de nutrientes. Ja as

plantas cultivadas com solu¢do 50% apresentaram maior potencial antioxidante.

Embora a solugdo nutritiva mais concentrada (75 ¢ 100%) nao tenha sido benéfica
para o desenvolvimento da espécie, as plantas apresentaram aumento de seu potencial
antioxidante. A composi¢cdo quimica do oleo essencial dessas plantas revelou aumento de
sesquiterpenos. O desenvolvimento das plantas cultivadas com solu¢do 100% foi inibido em
relacdo a demais, o sugere estresse causado por excesso de nutrientes, o que pode ter levado a

maior producao de antioxidantes para a defesa contra radicais livres.
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Por fim, sugere-se que plantas de Origanum vulgare L. ssp. vulgare sejam cultivadas
em solucdo 50% para que apresentem desenvolvimento satisfatorio e possibilitem estudos de
prospecgao de componentes com atividades bioldgicas e teores de antioxidantes de interesse
para o homem, sem necessidade de gastos excessivos de nutrientes para o desenvolvimento da

espécie.



56

CONCLUSOES

O cultivo de Origanum vulgare L. ssp. vulgare, em solu¢do nutritiva com diferentes

concentragdes de nutrientes permite concluir que:

1. A solugdo 100% (completa) atrasou, ou mesmo inibiu o desenvolvimento da

espécie, enquanto as menores concentragdes 25% e 50% estimularam.

2. Os indices fisiologicos foram influenciados pela concentracao da solugdo nutritiva e
as plantas cultivadas com solugdes 25% e 50% apresentaram melhor area foliar util para a
fotossintese, eficiéncia fotossintética, translocagdo de matéria organica e crescimento com

base em material pré-existente.

3. De maneira geral, plantas cultivadas com solugdes 25% e 50% apresentaram

melhores resultados de trocas gasosas, com melhor assimilagdo de CO,.

4. Plantas cultivadas com solugdo 25% apresentaram o menor potencial antioxidante
durante o desenvolvimento, o que sugere que nessas condi¢cdes ndo estiveram submetidas a

estresse nutricional por excesso de nutrientes.

5. De maneira geral, os compostos majoritdrios do Oleo essencial apresentaram
influéncia da concentracdo da solucdo nutritiva e da época de colheita. O aumento dos teores
de sesquiterpenos nas plantas cultivadas em solugdes mais concentradas (100% e 75%) sugere

possivel estresse causado pelo aumento dos nutrientes.
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APENDICES

Figura 1. Inicio do cultivo em casa de vegetagdo. Plantas recém-transplantadas.

Figura 2. Plantas aos 60 dias apds o transplante.
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Figura 2. Plantas aos 60 dias apds o transplante, cultivadas em solugdo 100% (completa) de Hoagland e Arnon

(1950).

Figura 2. Plantas aos 60 dias ap0s o transplante, cultivadas em solucdo 25% e 50% (completa) de Hoagland e

Arnon (1950).
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Tabela 1. Analise de varidncia e comparagdo entre médias de massa seca de raizes de
Origanum vulgare L. ssp. vulgare, em g, cultivado em solug@o nutritiva completa (100%) e
diluida a 75%, 50% e 25%, nas cinco colheitas realizadas aos 20, 40, 60, 80 ¢ 100 dias ap6s o

transplante.
Analise de Variancia (Teste F)
Tratamento Colheita Interagao (Tratamento x Colheita)
2,41 15,32%* 1,16

* significancia ao nivel de p < 0,05

Comparacio entre Médias (Teste Tukey)

Colheita (dias apoés o transplante) Média dos
Tratamento 32 (20) 2% (40) 3" (60) 4" (80) 5*(100)  Tratamentos
100% 0,32 0,69 1,48 1,44 3,75 1,54 a
75% 0,33 0,91 1,56 1,47 2,25 1,30 a
50% 0,36 0,95 2,32 3,82 3,50 2,19a
25% 0,33 1,05 2,32 3,35 2,62 1,93 a

Média das 0,34 C 0,90 BC 1,92 AB 2,52 A 3,03 A
Colheitas

** Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
As letras minusculas nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das €épocas de
colheita e as maitsculas nas linhas comparam médias das épocas de colheita em cada

tratamento.
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Tabela 2. Andlise de variancia e comparagdo entre médias de massa seca de caule de
Origanum vulgare L. ssp. vulgare, em g, cultivado em solug@o nutritiva completa (100%) e
diluida a 75%, 50% e 25%, nas cinco colheitas realizadas aos 20, 40, 60, 80 ¢ 100 dias ap6s o

transplante.
Analise de Variancia (Teste F)
Tratamento Colheita Interagao (Tratamento x Colheita)
3,69 20,49%* 0,90

* significancia ao nivel de p < 0,05

Comparacio entre Médias (Teste Tukey)

Colheita (dias apoés o transplante) Média dos
Tratamento 32 (20) 2% (40) 3 (60) 4" (80) 5*(100)  Tratamentos
100% 0,14 0,37 0,95 1,75 3,93 1,43 a
75% 0,17 0,57 1,54 1,84 3,74 1,57 a
50% 0,14 0,63 2,64 5,23 4,90 2,71 a
25% 0,10 0,91 2,97 4,38 4,48 2,57 a

Mediadas (14 D 0,62CD  2,02BC  330AB 4,26 A
Colheitas

** Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
As letras minusculas nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das épocas de
colheita e as maitsculas nas linhas comparam médias das épocas de colheita em cada

tratamento.
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Tabela 3. Andlise de variancia e compara¢do entre médias de massa seca de folhas de
Origanum vulgare L. ssp. vulgare, em g, cultivado em solug@o nutritiva completa (100%) e
diluida a 75%, 50% e 25%, nas cinco colheitas realizadas aos 20, 40, 60, 80 ¢ 100 dias ap6s o

transplante.
Analise de Variancia (Teste F)
Tratamento Colheita Interagao (Tratamento x Colheita)
4,46* 34,08%* 2,99*

* significancia ao nivel de p < 0,05

Comparacio entre Médias (Teste Tukey)

Colheita (dias apos o transplante)
Tratamento

1* (20) 2 (40) 3% (60) 4* (80) 5* (100)
100% 0,64 Ba 1,59 Ba 3,26 Ba 4,08 Bb 11,87 Aa
75% 0,59 Ba 2,77 Ba 5,11 ABa 4,27 Bb 9,82 Aa
50% 0,69 Da 2,31 CDa 6,88 BCa 14,69 Aa 9,60 ABa
25% 0,58 Ca 3,08 BCa 8,44 ABa 9,16 Ab 11,10 Aa

** Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
As letras minusculas nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das épocas de
colheita e as maitsculas nas linhas comparam médias das épocas de colheita em cada

tratamento.
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Tabela 4. Analise de variancia e comparagao entre médias de massa seca total de Origanum
vulgare L. ssp. vulgare, em g, cultivado em solu¢do nutritiva completa (100%) e diluida a
75%, 50% e 25%, nas cinco colheitas realizadas aos 20, 40, 60, 80 ¢ 100 dias apos o

transplante.
Analise de Variancia (Teste F)
Tratamento Colheita Interagdo (Tratamento x Colheita)
4,48%* 30,97* 2,11%*

* significancia ao nivel de p < 0,05

Comparacio entre Médias (Teste Tukey)

Colheita (dias ap0s o transplante)

Tratamento
1* (20) 2% (40) 3% (60) 4" (80) 5% (100)
100% 1,11 Ba 2,66 Ba 5,69 Ba 7,27 Bb 19,57 Aa
75% 1,09 Ba 4,25 Ba 8,22 ABa 7,59 ABb 15,82 Aa
50% 1,20 Da 3,90 CDa 11,85 BCa 23,74 Aa 18,00 ABa
25% 1,03 Ca 5,04 BCa 13,74 ABa 16,89 Aa 18,21 Aa

** Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As
letras minusculas nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das épocas de
colheita e as maiusculas nas linhas comparam médias das €épocas de colheita em cada

tratamento.
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Tabela 5. Analise de variancia e comparagdo entre médias de area foliar de Origanum
Origanum vulgare L. ssp. vulgare, em dm?, cultivado em solugdo nutritiva completa (100%) e
diluida a 75%, 50% e 25%, nas cinco colheitas realizadas aos 20, 40, 60, 80 ¢ 100 dias ap6s o

transplante.
Analise de Variancia (Teste F)
Tratamento Colheita Interagao (Tratamento x Colheita)
2,33 19,14%* 1,92%

* significancia ao nivel de p < 0,05

Comparacio entre Médias (Teste Tukey)

Colheita (dias ap0s o transplante)
Tratamento

1* (20) 2 (40) 3% (60) 4* (80) 5% (100)
100% 103,908 Ba  241,82Ba  48441Ba  513,16Bb  1613,84 Aa
75% 119,58 Ba 441,92 ABa 789,91 ABa 621,89 ABb  1190,62 Aa
50% 114,79 Ca 464,66 BCa 970,88 ABa  1764,61 Aa  1256,15 ABa
25% 89,904Ba 560,85 ABa 989,23 Aa 104340 Aab  1073,10 Aa

** Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade. As
letras minusculas nas colunas comparam médias dos tratamentos dentro das épocas de
colheita e as maiusculas nas linhas comparam médias das épocas de colheita em cada

tratamento.
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