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RESUMO

Espécies da familia Lamiaceae tém sido amplamente estudadas, devido as suas
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antivirais. Existe interesse cientifico no
desenvolvimento de tecnologias para a potencializacdo de sistemas de producdo das
plantas medicinais, tendo em vista que a baixa concentracdo dos compostos bioativos
representa um dos maiores obstaculos para a sua exploracdo econémica. Trabalhos com
algumas espécies tém demonstrado que os metais tracos, como o Cd, Cu e Zn, atuam
como eliciadores abidticos, influenciando de forma direta na producéo de substancias
bioativas. Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore é uma espécie
que produz oOleo essencial rico em formiato de isobornila, com elevada atividade
antimicrobiana. Neste trabalho objetivou-se avaliar o efeito do estresse por Cd, Cu e Zn,
sobre a espécie, quantificando-se o crescimento, acumulo de minerais nas diversas
partes da planta, teor de Oleo essencial e de seus componentes majoritarios, teor de
compostos fendlicos e de enzimas antioxidantes. Além disso, foi verificado o potencial
fitorremediador desta espécie, na presenca dos metais testados. Quando aplicados em
elevadas concentracGes todos 0s metais provocaram forte reducao no crescimento de M.
leucocephalus, entretanto, nestas condigdes apenas 0 Zn provocou incremento no teor
dos compostos volateis. A exposicdo das plantas desta espécie a concentracbes mais
amenas dos metais provocou menor reducédo no crescimento e desbalango nutricional de
M. leucocephalus. Neste caso, apenas 0 Cd estimulou maior producdo de compostos
volateis, mas nenhum tratamento com metal alterou a qualidade dos Oleos essenciais
obtidos. As plantas acumularam Cd, Cu e Zn em maior concentracdo nas raizes,
demonstrando o potencial da espécie para a fitoestabilizacdo desses metais em
ambientes contaminados. O estresse por Cd provocou aumento da concentracdo de
fendlicos totais, enquanto que a atividade das peroxidases e a peroxidacao lipidica foi

maior nas plantas submetidas aos trés metais.

Palavras-chave: metais tracos, fitoquimica, eliciadores, Lamiaceae



ABSTRACT

Lamiaceae species have been widely studied due to their antioxidant,
antimicrobial and antiviral properties. There is scientific interest in developing
technologies for the enhancement of production systems of medicinal plants, given that
the low concentration of bioactive compounds is a major obstacle to their economic
exploitation. Works with some species have shown that traces metals such as Cd, Cu
and Zn, act as abiotic elicitors, directly influencing in the production of bioactive
substances. Martianthus leucocephalus (Mart. Ex Benth.) J.F.B. Pastore produces rich
essential oil in isobornyl formate with high antimicrobial activity. This work aimed to
evaluate the effect of Cd, Cu and Zn stress, on the species through growth, minerals
accumulation, essential oil content and its major components, phenolic content and
antioxidant enzymes. Furthermore, the phytoremediation potential of this species was
observed in the presence of the tested metals. When applied in high concentrations all
metals caused sharp reduction in the M. leucocephalus growth, however, was observed
that Zn stress caused an increase in the content of volatile compounds. Plant exposure of
to milder metals concentrations caused less growth reduction and nutritional unbalance
M. leucocephalus. In this case, Cd stress stimulate higher production of volatile
compounds. No metal treatment alters the essential oils quality. Cd, Cu and Zn was
accumulated in higher concentration in the roots, demonstrating the potential of this
species to phytostabilization in contaminated environments. The Cd stress caused an
increase in total phenolics concentration, while the peroxidases activity and lipid

peroxidation was higher in metals stressed plants.

Keywords: traces metals, phitochemitry, elicitors, Lamiaceae
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INTRODUCAO GERAL

As plantas medicinais séo utilizadas por comunidades tradicionais em todo o
mundo como principal meio terapéutico conhecido para o tratamento de muitos males.
Em muitos paises em desenvolvimento, uma grande propor¢do da populacdo depende
exclusivamente das plantas medicinais, para sanar problemas de saide (OMS, 2010).
Algumas comunidades, mesmo quando contempladas com a medicina moderna,
mantém o uso das plantas por razdes histdricas e culturais. Adicionalmente, o comércio
local de materiais vegetais representa grande importancia para economia local
(Mafimisebi et al., 2013).

Ao nivel mundial o mercado de produtos quimicos derivados de plantas, que
inclui fragrancias, farmacos e ingredientes aromatizantes, também é valioso e ultrapassa
varios bilhdes de ddlares por ano (Uprety et al., 2012). De maneira semelhante, no
Brasil, o comércio destas espécies estd em expansdo devido ao surgimento de novos
segmentos de mercado, como o dos fitoterapicos bem como da incorporacdo de plantas
medicinais e seus produtos no Sistema Unico de Salde (SUS). Uma variedade de
produtos, tais como comprimidos, capsulas, chas e éleos surgem frequentemente a partir
do processamento de plantas aromaticas e medicinais (Souza et al., 2012).

N&o somente considerando este aspecto, o estudo de plantas tradicionais e seus
produtos na regido Nordeste do Brasil deve ser salientado. As regides semiaridas
brasileiras apresentam serias restricdes sécio-ambientais, havendo alto grau de
degradacdo ambiental, e, apesar da promocao da conservacdo da biodiversidade da
Caatinga ndo ser uma acdo simples, a sustentabilidade pode ser fundamental para a
adocdo de modos de uso racionais dos recursos naturais (MMA, 2002). A agregacdo de
valor para as plantas medicinais pode direcionar 0 uso mais racional (menos
extrativista) desses recursos naturais.

Considerando estes aspectos, a domesticacdo das plantas medicinais e
aromaticas pode ser considerada um tema crucial, desde que possibilita uniformidade de
cultivo, qualidade e produtividade de metabolitos secundarios. A maximizacdo da
producdo destas substancias é desejavel e ao mesmo tempo necessaria. Programas de
cultivo comercial destas espécies devem contemplar um conhecimento elevado sobre o
crescimento e o desenvolvimento, bem como sobre 0s processos fisioldgicos associados

a biossintese dos compostos ativos (MMA, 2002).



A familia Lamiaceae € um destacado grupo de plantas medicinais e contempla
diversas espécies que ocorrem nas regides semiaridas brasileiras. Assim, esta familia é
de grande interesse para a pesquisa cientifica. Seus principais produtos naturais sdo 0s
6leos essenciais, complexo de substancias que apresenta comprovado potencial como
antioxidante, antibacteriano e antivira substancias (Hassanzadeh et al., 2011). Como
outros representantes deste grupo, M. leucocephalus demonstra elevado potencial
farmacéutico e econdmico, mas tem sido pouco contemplada com estudos que
viabilizem sua exploragdo econdmica de forma sustentavel.

Um dos maiores obstaculos para a exploracdo dos metabdlitos secundarios € a
sua baixa concentracdo nos tecidos vegetais, desde que este carater limita a
possibilidade de cultivo. Consequentemente, existe um interesse no reconhecimento de
agentes que estimulem a sintese de destes compostos nas plantas. Estresses ambientais
abidticos como temperatura extrema, seca, salinidade, tem sido investigadas para
aumentar a produgdo ou para induzir a sintese de novo de metabolitos secundarios
vegetais (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). O estresse provocado por metais também tem
sido investigado e demonstra resultados promissores, sendo verificada uma capacidade
de desencadear alteracGes fisioldgicas diversas as quais incluem maior producdo dos
compostos bioativos (Nasim e Dhir, 2010). Apesar, das explicacbes exatas sobre
potencial eliciador dos metais carecerem de maiores detalhes, a analise deste efeito nas
diversas espécies tem sido estimulada.

Outro aspecto que deve ser discutido no contexto das plantas expostas a
ambientes contaminados por metais, € 0 seu potencial em extrair estes elementos do
ambiente. De fato algumas espécies vegetais apresentam elevada capacidade de extrair e
concentrar grandes quantidades de metais nos tecidos. Com o auxilio destes organismos
0s elementos podem ser removidos de locais poluidos, sendo o mecanismo denominado
fitorremediacdo (Hameed et al., 2012). Tal processo tem sido bastante investigado por
ser considerado eficiente e de baixo custo quando comparado aos meios usuais de
remediacdo (Vamerali et al., 2010). Neste sentido, muitos representantes da familia
Lamiaceae figuram entre as plantas potencialmente reconhecidas como
fitorremediadoras (Prasad e Freitas, 2003; Zheljazkov et al., 2008; Seyedsadr et al.,
2013).

Assim, considerando que M. leucocephalus é uma espécie aromatica é possivel

que a producdo de seus metabolitos secundarios seja influenciada pelo estresse



provocado pelos metais traco. Além disso, como espécie pertencente a familia
lamiaceae, existe uma expectativa sobre seu potencial para a fitorremediacao.

Neste sentido, este estudo teve como objetivo principal, avaliar o potencial do
estresse de metais trago em favorecer a produtividade de compostos oriundos do
metabolismo secundario de M. leucocephalus, bem como o seu potencial como

fitorremediadora.
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REFERENCIAL TEORICO

Plantas medicinais como fonte de renda para o semiarido

A utilizacdo de praticas tradicionais para tratar de enfermidades pode ser
considerada bastante comum. Neste sentido, muitos derivados de plantas séo valiosos
medicamentos priméarios e, desta forma, tais espécies sdo reconhecidas como
medicinais. Particularmente nos paises em desenvolvimento, boa parte da comunidade
depende de meios tradicionais para resolver problemas de salde. Entretanto, nacfes
desenvolvidas também utilizam préticas tradicionais (especialmente plantas medicinais)
para 0 saneamento das enfermidades. O mercado europeu tem sido considerado o maior
consumidor mundial de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos (OMS, 2010).

Em termos globais, as vendas anuais de medicamentos a base de ervas séo
elevadas e variam entre 7,5 bilhdes e 108 bilhdes de dolares, sendo que este ultimo
valor estd associado a medicamentos transformados (Uprety et al, 2012).
Adicionalmente, o comércio destas espécies esta em expansdo desde que novos
segmentos de mercado, como os fitoterapicos, e a incorporacdo em alimentos tem se
solidificado. Uma variedade de produtos, tais como comprimidos, capsulas, chas e 6leos
surgem a partir do processamento de plantas aromaticas e medicinais (Mafimisebi et al.,
2013).

Geralmente o conhecimento empirico das comunidades tradicionais sobre
plantas medicinais nativas estd bem relacionado ao desenvolvimento de novos
farmacos. De fato, muitos farmacos atualmente comercializados tém sua origem a partir
destes vegetais. O Bisabolol (levomenol), encontrado em diversas espécies de plantas
aromaticas, atualmente é comercializado pelo setor farmacéutico como anti-
inflamatédrio, antipasmaodico, antialérgico e vermifugo (Kamatou e Viljoen, 2010); o
tamiflu, droga indicada para o tratamento de gripe aviaria, tem o acido chiquimico como
ingrediente primario e o lllicium verum Hook. f. (anis estrelado) é uma fonte industrial
para a extracdo (Wei et al., 2014); os antitumorais vinblastina e vincristina sdo extraidos
de Catharanthus roseus (L.) G. Don.; e o antimalarico artemisina tem como fonte a
Artemisia annua L. (Magalhdes, 2006) (Figura 1). Desta maneira, espécies medicinais
sdo comprovadamente fontes para a industria farmacéutica e seu comércio pode gerar a

melhoria da distribuicdo de riqueza nas suas regides de origem.
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Figura 1. Alguns produtos farmacéuticos elaborados a partir de substancias sintetizadas
por plantas medicinais” . Fontes: Magalhdes (2006); Kamatou e Viljoen (2010); Wei et
al. (2014).

* Apesar do bilabolol ser isolado a partir de diversas espécies aromaticas, M. camomila foi utilizada como
exemplo devido ao fato de ter ocorrido primeiramente nesta espécie o isolamento da substancia (Kamatou
e Vijoen, 2010).



No Brasil, muitas espécies da flora da caatinga sdo usadas como medicinais por
comunidades locais e ultimamente o conhecimento sobre 0 uso destas espécies tem se
expandido dentro da regido (Cartaxo et al., 2010). Algumas plantas s&o inclusive
produtos importantes para as comunidades locais como fontes de geracdo de renda,
devido a facilidade com que estes organismos sao encontrados e comercializados.

Pela biodiversidade que apresenta, o semiérido brasileiro pode ser considerado
uma fonte potencial para a obtencdo de espécies medicinais e aromaticas, e
consequentemente de novas substancias com finalidades terapéuticas (Oliveira, 2009).
Entretanto, para o sucesso de empreendimentos rurais nessa area falta o acesso a
mercados potenciais, o qual ocorre por meio do conhecimento da demanda, defini¢do de
padrdes de qualidade, quantidades dos produtos e planejamento da producéo (Souza et
al., 2012). O desconhecimento destas informacdes ainda € um entrave para o0 pleno
desenvolvimento deste comércio que apresenta grande potencial de geracédo de renda e
promogc&o da saude (Souza et al., 2012).

Considerando que a grande maioria das espécies medicinais ainda se encontra
em estado silvestre, a domesticacdo € uma etapa crucial, que poderd garantir
padronizacdo de cultivo e da produtividade dos metabolitos secundarios, além de
possibilitar uma exploracdo sustentavel, com menores riscos para as populacées e seus
habitats. A maximizacdo da producdo destas substancias também é, obviamente,
desejavel e necessario. Assim, programas de cultivo comercial destas espécies devem
contemplar um conhecimento elevado sobre o crescimento e desenvolvimento, bem
como sobre a fisiologia da producéo.

Na regido semiarida o estudo dos usos tradicionais de plantas e de seus
produtos, bem como o desenvolvimento de formas de exploracdo sdo mais urgentes
devido a questdes ambientais, como o alto grau de degradacdo dos habitats naturais das
espécies. Contudo, favorecer a conservacao da biodiversidade da Caatinga é uma tarefa
complexa, uma vez que distarbios politicos, econdbmicos e sociais precisam ser
superados.

A inclusdo da sustentabilidade no contexto das politicas publicas deve ser
fundamental para que ocorra a adog¢do de modos de uso racionais dos recursos naturais.
Alem disso, a cultura tradicional deve ser valorizada e associada aos conhecimentos
cientificos para que ocorra a geracdo de novas tecnologias. Neste sentido, a realizacédo
de estudos relacionados a propagacao e cultivo de espécies vegetais com potencial

medicinal, validagdo das suas propriedades curativas e desenvolvimento de produtos é
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sempre considerada uma boa alternativa (MMA, 2002). A agregacdo de valor para as
plantas medicinais pode direcionar ao uso mais racional (menos extrativista) desses

recursos naturais.

Principais classes de substancias bioativas sintetizadas por plantas medicinais e

aromaticas

As substancias associadas a acdo terapéutica de plantas medicinais e aromaticas
sdo coadjuvantes em relacdo as oriundas do metabolismo priméario, como proteinas,
aminoacidos carboidratos e acidos nucléicos. Ndo obstante, os esqueletos de carbono
encontrados nos produtos naturais sdo derivados das rotas primarias do metabolismo,
incluindo a glicolise, o ciclo do acido tricarboxilico e a via das pentoses fosfato.

Os vérios tipos de metabolitos secundarios produzidos pelas plantas com
importante potencial para a exploragdo humana apresentam caracteristicas estruturais
tipicas e origens metabdlicas especificas. Terpenos e fenilpropanoides sdo consideradas
importantes classes de compostos secundarios e podem ser definidos conforme Kumar
et al., (2015):

Terpenoides — constituem o maior grupo de produtos naturais e sdo formados
por meio da condensacdo de unidades isoprénicas com cinco carbonos (5C), o
isopentenil pirofosfato (IPP). As varias classes de terpenoides sdo sintetizadas em dois
subcompartimentos dentro da célula vegetal. Monoterpenos (C10), diterpenos (C20), e
carotenoides (C40) sdo geralmente formados dentro dos plastidios, através da via da
desoxi-D-xilulose fosfato (DOXP), enquanto sesquiterpenos (C15) e triterpenos (C30)
sdo formados dentro do citoplasma a partir da rota do mevalonato (MVA) (Figura 2).
Nos d&leos essenciais sdo encontrados predominantemente monoterpenos e

sesquiterpenos (Frans, 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Vias de sintese do isopentenil pirofosfato (IPP), molécula precursora dos
terpenos, conforme Dewick (2009). A via do acido mevaldénico ocorre no citoplasma
(A), enguanto a via da desoxixilulose fosfato ocorre nos plastos (B). HGM-CoA sintase:

3 hidroxi-3-metil-glutaril-CoA sintase.



Fenilpropanoides — Tambem referidos como fenolicos, sdo geralmente
derivados dos aminoacidos fenilalanina e tirosina, sintetizados através via do
chiquimato (Figura 3). O nome da via faz referéncia ao intermediario central da rota, o
chiquimato. Os fenilpropanoides podem ter baixa massa molecular, e serem sollveis em
agua ou polimerizados em estruturas macromoleculares muito grandes, por exemplo,
taninos, lignina e suberina. Contudo, a principal classe de fendlicos encontrados nas
plantas é a dos flavonoides (Taiz e Zeiger, 2013). Alguns fendlicos de baixo peso
molecular sdo volateis e encontrados em 0Oleos essenciais de muitas espécies. Neste
sentido, tem sido inclusive proposto a classificacdo dos 6leos essenciais em dois grupos:
0S que apresentam terpenoides predominantemente e aqueles contendo principalmente

derivados do chiquimato (aromaticos) (Dewick, 2009).
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Figura 3. Via do chiquimato para a sintese dos fenilpropanoides nas plantas conforme

Dewick (2009). EPSP sintase: 5-enolpiruvilchiquimato-3-phosphate sintase.
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Alcaloides — s80 metabolitos secundarios de baixo peso molecular e
heterociclicos contendo o nitrogénio como heterodtomo. Os alcaloides séo
principalmente derivados de aminoécidos e sua grande diversidade corrobora com uma

variedade de vias de sintese (Ziegler e Facchini, 2008).

Importéncia medicinal da familia Lamiaceae e de Martianthus leucocephalus
(Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore

Uma boa fonte de pesquisa no ambito das plantas medicinais é encontrada em
Lamiaceae, uma grande familia botanica com distribuicdo cosmopolita, encontrada em
diversos habitats: regides alpinas, pradarias, bosques, florestas, areas aridas e costeiras.
Esta familia € composta por ervas, arbustos e arvores, apresentando caules jovens
quadrangulares, grande numero de tricomas glandulares e flores bilabiadas com cinco
pétalas (Mendes, 2007). Plantas desta familia sdo aromaticas e incluem muitas ervas
conhecidas, tais como Ocimum (manjericdo), Mentha (horteld), Rosmarinus (alecrim),
Salvia (salvia) e Origanum (orégano). Segundo Harley e Pastore (2012), a familia
Lamiaceae contém 240 géneros e aproximadamente 7.200 espécies. No Brasil, existem
32 géneros e aproximadamente 496 espécies nativas ou naturalizadas (Harley, 2012).

O metabolismo secundario dessa familia apresenta uma grande variedade de
classes de moléculas, existindo representantes da via do acido acético, da via do &cido
chiquimico e provenientes de biossintese mista (Falcdo e Menezes, 2003). Diversos
tipos de fendis e terpenoides sdo encontrados nos Oleos essenciais de espécies desta
familia. Além dos componentes do Oleo, ainda sdo encontrados diterpenoides e
triterpendides, alcaloides, compostos fendlicos entre outras substancias (Hassanzadeh et
al., 2011). Estudos sobre as propriedades biologicas de espécies de Lamiaceae tém
identificado uma variedade de atividades valiosas, tais como antioxidantes,
antimicrobianas e antivirais (Falcdo e Menezes, 2003). Assim, existe um grande
interesse no estudo de plantas desta familia, desde que potencialmente se apresentam
como um reservatorio de substancias com carater farmacoldgico.

Incluido em Lamiaceae, Hyptis Jacquin também é tido como um importante
grupo de plantas associadas a producdo de compostos bioativos. No Brasil o centro da
diversidade desse género se encontra nos campos cerrados do Brasil Central, mais

especificamente nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias, com algumas espécies
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exclusivamente brasileiras (Bordignon, 1990). Ao género Hyptis tem sido creditado a
ocorréncia de uma extensa lista de espécies que produzem variados compostos
quimicos, com importantes propriedades farmacoldgicas, tais como antimicrobiano e
citotdxico, antifungica, anti-inflamatoria e anti-HIV (Falcdo e Menezes, 2003).

Os metabdlitos secundarios deste grupo sdo predominantemente oriundos da via
do acetato-mevalonato, podendo ser encontradas substancias de origem biossintética
mista e da via do &cido chiquimico (Falcdo e Menezes, 2003). O potencial medicinal das
espécies deste grupo normalmente estd associado a producdo de terpenoides,
componentes principais dos 6leos essenciais. Em adicdo, varias substancias foram
identificadas, tais como hidrocarbonetos, acidos graxos, esterdides. Outros compostos
em menor proporcdo também caracterizam fitoquimicamente estas plantas, tais como,
flavonoides (origem biossintética mista) e outros fenolicos. As lignanas, por exemplo,
sdo responsaveis por boa parte das atividades citotdxicas apresentadas por algumas
espécies (Falcdo e Menezes, 2003).

O género Hyptis passou por uma reclassificagdo, derivando como novo género
Martianthus Harley & J.F.B. Pastore (Harley e Pastore, 2012). Conforme os autores,
das quatro espécies incluidas neste género, trés sdo restritas as regides semiaridas do
nordeste brasileiro: Martianthus sancti-gabrielii (Harley) Harley & J.F.B. Pastore,
Martianthus stachydifolius (Epling) Harley & J.F.B. Pastore e Martianthus
leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore.

Estudos realizados com M. leucocephalus demonstram potencial fitoquimico e
econémico relevante. O dleo essencial extraido das folhas desta espécie apresenta
rendimento médio de 0,2% e o formiato de isobornila como composto majoritario
(Lucchese et al., 2005). Uma avaliacdo sobre a atividade antimicrobiana desse dleo
essencial demonstrou efeito frente a Bacillus cereus, Stafilococcus aureus, Candida
albicans (Lucchese et al. 2005); Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus schleiferi,
Salmonella thiphi, Escherichia coli, Burkholderia sp., Klebsiella pneumoniae e também
contra os fungos fitopatogénicos Sclerotinium rolfis e Rhizoctonia solani (Santos et al.,
2011). Assim, pesquisas que avaliem o potencial produtivo M. leucocephalus sdo

importantes.
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O contexto dos metais tracos nas plantas e a fitorremediagdo

Metais traco sdo elementos que caracteristicamente ocorrem em baixissimas
concentragcdes no ambiente. Muitos dos elementos que se enquadram neste conceito séo
considerados tdxicos, mesmo em pequenas concentra¢cdes, como o cadmio (Cd),
chumbo (Pb) e o mercario (Hg). Outros elementos, porém, sdo essenciais para o
crescimento e o desenvolvimento dos organismos, sendo desta forma, descritos como
micronutrientes. Por exemplo, metais como o cobre (Cu) e o zinco (Zn) sdo
considerados nutrientes essenciais para as plantas, e assim, importantes cofatores de
muitas enzimas celulares, entre outras fungdes (Yadav, 2010). Assim, o problema de
toxicidade normalmente é discutido como uma questdo de quantidade, sendo variavel
para cada elemento (Zovko e Romi¢, 2011).

Metais traco podem ser encontrados nos solos como reflexo de processos
naturais, ou terem seus niveis aumentados devido a acdo humana. Varias fontes
antrdpicas significantes, tais como fertilizantes, lodo de esgoto, defensivos agricolas,
residuos de subprodutos industriais e a qualidade das aguas de irrigacdo tém contribuido
para 0 aumento dos niveis destes elementos nos solos agricolas (Kabata-Pendias, 2011).

Estes elementos apresentam elevado potencial para alcancar a biota e por meio
da cadeia alimentar podem ser transferidos para os diversos nichos ecoldgicos. Assim, 0
acumulo destes elementos no solo é tido como perigoso. Os efeitos toxicos dos metais
tracos estdo associados a interferéncia nos processos bioguimicos normais. Nas
condicdes fisioldgicas muitos destes elementos sdo convertidos aos seus estados de
oxidacdo mais estaveis e combinam-se com biomoléculas, tais como proteinas e
enzimas, gerando moléculas fisiologicamente inoperantes (Duruibe et al., 2007).

Quando os vegetais sdo expostos a niveis toxicos destes metais (Tabela 1)
diversos distdrbios que afetam seu crescimento e o desenvolvimento podem ser
verificados. A prépria manutencdo das plantas nestas condicBes frequentemente origina
um aumento na demanda por energia metabdlica e, desta maneira, o crescimento pode
ser fortemente limitado (Kabata-Pendias, 2011). Adicionalmente, tem sido relatada a
ocorréncia de reducdo do alongamento celular e da taxa fotossintética devido a redu¢édo
do contetdo de clorofila, distdrbios no metabolismo do nitrogénio, alteracbes na
atividade de diversas enzimas, e reducdo da captacdo de agua e nutrientes, que esta

associada a alteracdes no desenvolvimento das raizes (Yadav, 2010).
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Tabela 1. Concentracfes de Cd, Cu e Zn verificadas na solugéo do solo e nas folhas de

plantas de diversas espécies de acordo com Kabata-Pendias, 2011.

Metal Faixa de concentracdo Quantidade suficiente Quantidade
na solugéo do solo* ou normal nas folhas  toxica nas folhas

Cédmio (Cd) 0,2-300 pg L™ 0,05-0,2 mg kg™ 5-30 mg kg™
Cobre (Cu) 1-135ug L™ 2-5mg kg™ 20-100 mg kg™
Zinco (Zn) 21e570 pug L™ 27-150 mg kg™ 100-400 mg kg™

* Medido em vérias solucBes de solo por meio de técnicas diferentes (Kabata-Pendias, 2011).

Os solos apresentam grande importancia econdmico-social e desta maneira a
gestdo da sua qualidade é considerada um ponto chave (Zovko e Romié¢, 2011). Neste
sentido, alguns trabalhos demonstram que as plantas sdo eficazes para extrair e
acumular metais dos solos por meio de um processo denominado de fitorremediacéo
(Favas et al., 2014).

A fitoremediacdo de metais pode ocorrer por principalmente por meio de duas
possibilidades dependendo das caracteristicas da planta (Cui et al., 2007). A estimativa
do fator de translocacdo (FT = Concentracdo do metal na parte aérea/Concentracao do
metal na raiz) e do fator de bioacumulacdo (FB = Concentracdo do metal em uma das
partes da planta/Concentracdo do metal no ambiente) permite determinar a
aplicabilidade de uma espécie para fins de fitorremediacdo (Vamerali et al., 2010):

Fitoextracdo: As plantas absorvem, translocam e acumulam os metais na parte
aérea. Apresentam valores do FT acima de 1 e, desta forma, contém o metal mais
concentrado na parte aérea do que nas raizes (Ali et al., 2013) (Figura 4).

Fitoestabilizacdo: As plantas limitam a mobilidade e a biodisponibilidade dos
metais no solo por meio das raizes. Apresentam FB acima de 1, possuindo o metal mais
concentrado nos tecidos do que no ambiente (essencialmente por meio das raizes) (Ali
et al., 2013) (Figura 4).

A fitorremediacdo tem sido considerada uma técnica promissora que pode ser
usada para remediacdo de solos contaminados com metais tracos. Assim pesquisas que
avaliem o potencial de espécies vegetais para a fitorremediacdo apresentam

consideravel relevancia social e econdmica (Laghlimi et al., 2015).

14



Potencializa¢do da produtividade de metabolitos secundérios

As substancias associadas a acdo terapéutica de plantas medicinais sao
coadjuvantes em relacdo as oriundas do metabolismo priméario, como proteinas,
carboidratos e aminoécidos, sendo normalmente encontradas em quantidades minimas
nos tecidos vegetais. Entretanto, muitos destes compostos sdo considerados valiosos por
possuirem importancia farmacoldgica, alimenticia e para a industria em geral. Desta
forma, estudos direcionados a implementacdo ou aprimoramento da sistematica de
producdo agricola de plantas medicinais e aromaticas e de seus compostos apresenta
consideravel relevancia.

Neste sentido, pesquisas envolvendo plantas medicinais sinalizam que a
producdo dos metabolitos secundéarios € influenciada pelas condi¢bes de cultivo. Em
varias espécies, fatores como variabilidade genética intraespecifica, condicOes
ambientais, épocas de colheita, e condicdes do solo modificam a quantidade e a
qualidade de diversos compostos, tais como isoprenoides, fendlicos e alcaldides
(Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

Os efeitos das condicbes de cultivo sobre a producdo de 0Oleos essenciais em
espécies aromaticas tém sido bem documentados. Tavares (2009) observou que a
produtividade do dleo essencial da erva cidreira variou em funcdo das épocas de
colheita. Em outro estudo, David et al. (2007) indicaram que menores niveis de fosforo
em solucdo nutritiva culminaram em maior rendimento no Oleo essencial de horteld
pimenta. Sob diferentes doses de potassio, Mentha x gracilis apresentou variagdes na
biossintese do 0leo essencial, sendo sugerido que a atividade de enzimas envolvidas na
rota metabolica dos monoterpenos tenha sido afetada (Garlet et al., 2007). Desta forma,
a avaliacdo de plantas medicinais e aromaticas sob diferentes tipos de cultivo pode ser
uma Gtil ferramenta para melhorar a produtividade das espécies.

Considerando esta perspectiva, pouca atencdo tem sido dada as alteracdes
provocadas por metais traco (0os quais ocorrem em baixas quantidades nos sistemas
vivos) sobre os constituintes ativos das plantas medicinais (Nasim e Dhir, 2010).
Geralmente, a extensa literatura discutindo os efeitos de metais traco sobre a fisiologia e
bioguimica de vegetais foca no fato destes elementos serem um dos maiores problemas

que afeta a produtividade agricola (YYadav, 2010).
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Por outro lado, alguns trabalhos envolvendo plantas medicinais sinalizam que 0s
metabdlitos secundarios sdo importantes para a fisiologia destes organismos durante o
estresse causado por metais (Nasim e Dhir, 2010). Além disso, desde que a absor¢éo de
alguns metais pode afetar muitos aspectos da fisiologia das plantas, direta ou
indiretamente, a producdo de metabolitos secundarios também pode ser influenciada
através do aumento dos niveis de metais pesados (Li et al., 2013). Os resultados podem
ser diferentes considerando diversos fatores, incluindo a espécie avaliada (Nasim e
Dhir, 2010). Entretanto, muitas plantas sintetizam e acumulam os metabdlitos
secundarios ap0s tratamento com os metais (Mithofer et al. 2004). Plantas de Mentha
arvensis L., expostas ao Zn, apresentaram um aumento nos teores de 0leo essencial e de
mentol (Misra, 1992). Kumar et al. (2004) verificaram que propagulos de Pluchea
lanceolata (DC.) Oliv. & Hiern, demonstram incrementos na producgdo do fendlico
quercetina, apos exposicdo ao Cu e ao Zn. Adicionalmente, em Salvia miltiorrhiza
Bunge, cultivadas em solos contendo elevadas concentragdes de Cd, foram verificados
acumulo de compostos hidrossoltiveis e lipossoluveis (Li et al., 2013), e em duas
cultivares de sorgo, expostas ao aluminio, ocorreu aumento na producdo de fenolicos
totais (Peixoto et al., 2007).

Uma explicacdo para estes efeitos provocados pelo estresse por metais ainda
carece de maiores estudos (Nasim e Dhir, 2010). Contudo, alteracbes nas vias de
sinalizagdo para a ativacdo genética da sintese de compostos secundarios podem
fornecer algumas sugestdes. O processo de transducao de sinais nestas vias € complexo,
mas, alguns dos componentes envolvidos tém recebido maior atencdo no contexto do
estimulo provocado pelos estresses. O papel destes componentes pode ser descrito
conforme Zhao et al. (2005):

Espécies reativas de oxigénio (EROS) — exercem influéncia em varios
mecanismos de defesa da planta. Em alguns casos as EROS podem ser suficientes para
a inducdo do acumulo de metabolitos secundarios. Estas substancias influenciam a
expressdo de muitos genes, tais como aqueles ligados a sesquiterpenos ciclases e
fenilalanina aménia liase (PAL). Contudo, acdo das EROS também pode desencadear a
peroxidacdo lipidica enzimatica ou ndo enzimatica e iniciar a via que conduz a
biossintese de oxilipinas, como o acido 12-oxo-fitodieonico (OPDA), acido jasmdnico e
compostos relacionados, os quais induzem a sintese dos compostos secundarios.

Acido Jasménico (JA) — O Acido jasmdnico e os seus compostos relacionados

tém sido considerados transdutores de sinais de eliciadores para a producdo de
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metabolitos secundarios de plantas. A via de sinalizacdo do JA é considerada um sinal
integrante para a biossintese e acimulo dos diversos compostos secundérios, desde que
afeta todas as classes de substancias (terpendides, alcaloides, e fenilpropanoides). A
ocorréncia de estimulacdo endogena para a biossintese endégena JA, quando as plantas
séo expostas a diversos eliciadores, demonstram sua importancia como um mediador da
acdo destes eliciadores na sintese de compostos secundarios.

Etileno — é um fitorm6nio que regula varios processos nas plantas e sua
producdo pode ser induzida por varios tipos de estresses. Apesar de o etileno ser
essencial nas vias de sinalizacdo que ativam mecanismos de defesa esta molécula ndo é
um sinal comum para a inducdo de metabolismo secundario das plantas. Ocorrem
alguns casos em que a acumulacdo de metabolitos secundarios nas plantas é afetada
pelo etileno. O tratamento de etileno pode provocar aumento dos flavonoides,
antocianinas e estilbenos através de regulacdo de seus genes biossintéticos. Mesmo
considerando que o etileno influencia a producdo de alguns metabolitos secundarios, a
interacdo com a via de sinalizagdo JA parece ser mais efetiva.

Considerando a influéncia dos metais sobre estes componentes de sinalizacao,
algumas teorias tém sido propostas para explicar o potencial eliciador deste tipo de
estresse na biossintese e acimulo dos compostos secundarios. O aumento da producgéo
EROS é um fendmeno comum nos vegetais submetidos aos estresses por metais. Estas
espécies quimicas podem desencadear o incremento de moléculas sinalizadoras, como
as oxilipinas (precusores do jasmonato), e assim induzir a expressao génica para a
biossintese e acumulacdo dos compostos secundarios (Nasim e Dhir, 2010) (Figura 4).
Adicionalmente, a biossintese do JA (através do precursor OPDA) e do etileno tambem
podem atuar na ativacdo indireta dos genes envolvidos na biossintese dos compostos
secundarios (Nasim e Dhir, 2010). Também é provavel que 0s metais traco ajam como

eliciadores por influenciarem de forma direta a producdo do JA (Dar et al., 2015).
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Figura 4. Influéncia dos metais nas vias de sinalizacdo para a ativagdo de genes
associados a sintese de compostos secundarios conforme Nasim e Dhir (2010). Linhas
tracejadas sugerem que a ativacdo génica por meio do etileno e acido 12-oxo-
fitodieonico (OPDA) ocorre de forma indireta. PUFA: &cidos graxos poliinsaturados,
PUFA-OOH: acidos graxos poliinsaturados pos peroxidacdo, EROS: espécies reativas

de oxigénio.

Outra possivel explicacdo para a influéncia do estresse por metais sobre a
producdo dos metabolitos secundarios nas plantas pode estar associada ao fato de que o
fechamento estomatico € um efeito fisiolégico comum (Appenroth, 2010). Devido ao
aumento da resisténcia a difusdo, a concentracdo de CO, diminui e menos NADPH+H"
é utilizado no ciclo de Calvin para a fixacdo e reducdo de CO, nas folhas de plantas

estressadas. Desta maneira, uma quantidade maior de energia a ser dissipada na forma
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de NADPH+H" favorece a sintese de produtos naturais altamente reduzidos (Selmar e
Kleinwéchter, 2013) (Figura 5).
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Figura 5. Modelo proposto por Selmar e Kleinwéchter (2013) como possivel
explicacdo para o incremento de compostos naturais em plantas submetidas a estresses
ambientais. Nas plantas submetidas as condi¢bes de estresse, a maior resisténcia

estomatica favorece a sintese dos compostos naturais.
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Um aumento dos teores de metabolitos secundarios pode ser um mecanismo
fisiolégico vantajoso para plantas estressadas. Terpenos e compostos fendlicos podem
atuar como agentes antioxidantes contra o estresse oxidativo induzido pelos metais
(Hemmerlin et al., 2012; Izbianska et al., 2014). Além disso, alguns estudos indicam a
possibilidade da planta utilizar os precursores de metabdlicos secundarios como
doadores de elétrons, fundamentais na diminuicdo ou eliminagdo do estresse oxidativo.
Em Artemisia annua exposta ao AI**, por exemplo, Aftab et al. (2010) encontraram
consideravel aumento nos teores do sesquiterpeno artemisina correlacionado com o
aumento dos niveis de H,0,. Este e outros estudos mostraram que o precursor da
atermisina, a diidroatemisina, age como detoxificador do H,O, (Aftab et al., 2010 e Li
et al., 2012).

Em adicdo, os compostos fendlicos constituem uma das linhas de defesa em
varios estresses ambientais, seja como substrato para as peroxidases, como refor¢o da
parede celular (monémeros da lignina) e/ou como quelantes de ions metalicos (Wang et
al., 2011; Chang et al., 2012). Danos provocados pelo estresse por metais pesados
podem gerar microlesbes em tecidos vegetais e, neste caso, muitas vezes, ocorre a
producdo de fitoalexinas, tais como flavonoides e taninos (Lummerzheim et al., 1995).

Os resultados destes trabalhos denotam a importancia de se avaliar espécies
vegetais com potencial medicinal sob exposi¢do aos metais trago. Pesquisas nesta linha
podem gerar novas perspectivas para a utilizacdo comercial dessas espécies, subsidiar

programas de melhoramento e melhorar sistemas de cultivo.
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CAPITULO 1

Crescimento e teor de compostos volateis de Martianthus
leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore submetida ao

estresse por metais’

! Artigo submetido & revista Ciéncia Rural com menores correcdes a serem realizadas.
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Crescimento e teor de compostos volateis de Martianthus leucocephalus (Mart. ex
Benth.) J.F.B. Pastore submetida ao estresse por metais
Growth and volatile compounds of Martianthus leucocephalus (Mart. Ex Benth.)

JFB Pastore subjected to heavy metal stress

RESUMO

M. leucocephalus é encontrada no semiarido nordestino e apresenta elevado potencial
farmacol6gico atribuido a producdo de compostos volateis. Apesar da importancia,
poucos sdo os estudos sobre os fatores que possam estimular a produtividade desta
espécie. Com o trabalho objetivou-se avaliar o efeito do estresse provocado por Cu, Cd
e Zn no crescimento dessa espécie e na producao de compostos volateis. Estacas apicais
foram transferidas para bandejas plasticas contendo 6,0 L de solugdo nutritiva, para o
enraizamento. Apos, foram submetidas a doses de Cd, Cu e Zn, durante 15 dias. Todos
0s metais avaliados reduziram a suculéncia e o crescimento de M. leucocephalus.
enquanto que o Zn aumentou o teor de compostos volateis produzido pelas plantas.

Palavras chave: Lamiaceae, metais, crescimento relativo.

ABSTRACT

M. leucocephalus is found in the brazilian northeastern semi-arid and has a high
pharmacological potential attributed to production of volatile compounds. Despite
importance, there are few studies on the factors that can stimulate productivity of this
specie. With this work aimed to investigate the effect of Cu, Cd and Zn stress in the
growth of this specie and the production of volatile compounds. Apical cuttings were
transferred to plastic trays containing 6.0 L of nutrient solution for rooting. After, they

were exposed to doses of Cd, Cu and Zn, for 15 days. All the metals reduced succulence
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and growth of M. leucocephalus, while Zn increased the content of volatile compounds
produced by plants.
Key words: Lamiaceae, metals, relative growth.

INTRODUCAO

A familia Lamiaceae apresenta ampla utilizacdo em diversas partes do mundo,
tanto como plantas medicinais quanto na culinéria. Diversas espécies, como alecrim
(Rosmarinus sp.), manjericdlo (Ocimum sp.) e menta (Mentha sp.) tém uso ja
consagrado em diversas regides (MARIUTTI & BRAGAGNOLO, 2007). Nesta familia,
0 género Hyptis possui consideravel relevancia, em virtude da capacidade de produzir
uma ampla variedade de compostos organicos de importancia farmacolégica (FALCAO
& MENEZES, 2003).

M. leucocephalus, anteriormente designada Hyptis leucocephala Mart. ex
Benth, ¢ uma espécie de ocorréncia restrita ao semiarido, de elevado potencial
fitoquimico e econdmico (OLIVEIRA et al., 2011), atribuido a presenca de compostos
volateis, comumente chamados de 6leos essenciais. Segundo LUCCHESE et al. (2006)
Oleo essencial extraido das suas folhas apresenta rendimento de 0,2%, e demonstra
atividade antimicrobiana frente a Bacillus cereus, Stafilococcus aureus e Candida
albicans.

Apesar do elevado potencial, poucos sdo os estudos sobre a domesticacdo e o
cultivo de M. leucocephalus, o que viabilizaria sua exploracdo econdmica de forma
sustentavel. Em trabalho pioneiro, OLIVEIRA et al. (2011) desenvolveram um método
de propagacdo vegetativa dessa espécie a partir de estacas apicais e auxina para inducao
do enraizamento. Contudo, para o desenvolvimento de sistemas de cultivo outros
aspectos devem ser estudados, entre eles os fatores que possam estimular o aumento do
teor de compostos volateis em suas folhas. Neste sentido, tem sido demonstrado que a

exposicdo das plantas aos fatores de estresses abioticos modifica vias metabolicas
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secundarias (SELMAR & KLEINWACHTER, 2013), com incremento na taxa de
sintese de alguns produtos. Entre os fatores abidticos que atuam sobre o metabolismo
secundario pode-se citar o acimulo de metais nas plantas. Conforme MITHOFER et al.
(2004) sdo muitas as espécies de vegetais que sintetizam e acumulam metabélitos
secundarios apds tratamento com metais. Plantas de Rosmarinus officinalis L.,
expostas ao Cu, apresentaram um aumento nos teores de 6leo essencial (DEEF, 2007).
Esta tendéncia também foi verificada em plantas de Matricaria chamomilla L. expostas
ao mesmo metal (GREJTOVSKY et al., 2006). Adicionalmente, em Salvia miltiorrhiza
Bunge, cultivadas em solos contendo elevadas concentragdes de Cd, foram verificados
acumulo de compostos bioativos hidrossoluveis e lipossoltveis (LI et al., 2013). Apesar
da explicacdo para estes efeitos provocados pelo estresse por metais ainda carecer de
maiores estudos (NASIM & DHIR, 2010), estas observacdes demonstram que estes
elementos podem ser Uteis como elicitores em plantas que apresentam metabolismo
especial.

Por outro lado, a exposicdo aos metais em niveis elevados também altera o
crescimento e o desenvolvimento vegetal, tanto do sistema radicular, como da parte
aérea (NAGAJYOTI et al.,, 2010). Os mesmos autores ainda sugerem que 0s danos
estdo associados a reducdo da capacidade fotossintética e excessiva producdo de
espécies reativas de oxigénio. Apesar dos efeitos do excesso de metais serem
normalmente danosos para 0S vegetais, a extensdo pode variar, dependendo da
intensidade do estresse, do tipo de elemento e da espécie de planta estudada (BORGHI
et al., 2007).

Com este trabalho, objetivou-se verificar o efeito de doses de Cd, Cu e Zn no
crescimento e producdo de compostos volateis de M. leucocephalus.

MATERIAL E METODOS

Condig0es de crescimento e tratamentos
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Estacas apicais de M. leucocephalus, com aproximadamente 15 cm de
comprimento, foram obtidas da colecdo de plantas medicinais e aromaticas da unidade
experimental horto florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana, Bahia. Apds
a coleta, as estacas foram imediatamente transferidas para bandejas plasticas contendo
seis litros da solucéo nutritiva completa de HOAGLAND & ARNON (1950) e mantidas
em estufa agricola (Figura 1 A). O pH da solugdo foi ajustado em 6,0 + 0,2, sendo
monitorado diariamente. Vinte dias apds a instalacdo das plantas no sistema
hidropdnico, foram iniciados os tratamentos: controle (0,0 umol L™ de metal),
Cd(NO3), (15, 30, 45 e 60 pmol L™), CuSO, (30, 60, 90 e 120 pmol L™) e ZnS0O, (150,
300, 450 e 600 pmol L™). A utilizacdo de diferentes concentragdes para cada metal, foi
definida em funcdo dos niveis de toxidez de cada elemento determinados em
experimentos preliminares, bem como em resultados reportados na literatura para outras
espécies (ZHAO et al., 2010; VASSILEV et al., 2011; AMIRMORADI et al., 2012). As
solugdes nutritivas foram renovadas semanalmente e o volume completado diariamente.
O sistema foi mantido sob aeracéo intermitente (15 minutos a cada trés horas) utilizando
compressor de ar acoplado a um temporizador. As plantas permaneceram nestas
condicdes durante 15 dias.

Analise do crescimento

As plantas foram coletadas um dia antes e 15 dias apds a aplicacdo dos
tratamentos com metais (Figura 1B) e pesadas em balanca analitica, para determinacgéo
das massas frescas das folhas (MFF), caule (MFC) e raizes (MFR). Em seguida, o
material vegetal foi acondicionado em sacos de papel e transferido para estufa com
circulacdo forgada de ar (60 °C) até peso constante, para determinacéo das massas secas
das folhas (MSF), caule (MSC), raizes (MSR) e total (MST). A partir destes dados,

foram calculadas a taxa de crescimento relativo (TCR) e a suculéncia (Suc), de acordo
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com metodologia proposta por BENINCASA (2003), utilizando-se as seguintes
equacoes:
TCR(gg?dY) =(InMST,—In MSTy) / (t2 — tz)™
SUC (g H.0 g™ MS) = (MFF; — MSF,) / MSF,
em que: MFF;: massa fresca final das folhas; MSF,: massa seca final das folhas; In:
logaritmo neperiano; MST;: massa seca total inicial; MST,: massa seca total final e (t2 —
t;) o intervalo de tempo (15 d).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticbes. Os resultados foram submetidos a analise da variancia pelo teste F a
5% de probabilidade, nos casos de significancia, realizou-se analise de regresséo,

utilizando o software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2003) (Apéndice A).

Quantificacéo dos compostos volateis

A extracdo dos compostos volateis foi realizada em aparelho de destilacdo tipo
Clevenger. Para cada amostra, foram utilizadas de 1,5 a 3 g de MSF de M.
leucocephalus. O tempo de destilacdo foi de 3 h (Figura 1C e 1D). Os compostos
volateis juntamente com a agua recolhidos em um funil de separacdo. Foram
adicionados 10 mL de diclorometano por trés vezes consecutivas e, em seguida, sulfato
de magnésio anidro para separacdo da agua residual. A mistura foi colocada em
evaporador rotativo para retirada do diclorometano. O teor dos compostos volateis foi

quantificado por gravimetria em balanca analitica e expresso em mg por 100g de MSF.

Preparo dos extratos e determinacéo das concentragdes de metais
Os extratos foram obtidos com a digestdo acida em HNO3 concentrado e H,0, (30%)

utilizando um bloco digestor a 125 °C, durante 60 min, conforme descrito em JONES
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(2001). O digerido foi diluido para 50 mL com agua desionizada. As determinagdes de
Cd, Cu e Zn foram efetuadas com espectrometria de emissdo atémica com plasma

indutivamente acoplado (ICP-OES, Varian VISTA-PRO Simultaneous) (Figura 1F).

Figura 1. (A) Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore cultivada
hidroponia; (B) comparacdo do crescimento de plantas estressadas e em condigcdes
controle (C e D) Clevenger e 6leo ap6s 3 horas de destilacdo; (E) Placas digetoras (F)

ICP-OES.

RESULTADOS
Pode-se observar nas Figuras 2 e 3 que o aumento das concentragdes de Cd, Cu

e Zn na solucdo nutritiva reduziu todas as variaveis de crescimento, enquanto a adicao

de Zn aumentou a concentragdo de compostos volateis (Figura 4).
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Figura 2. Massa seca de folhas (MSF), caules (MSC), raizes (MSR) e total (MST) de
plantas de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore cultivadas sob
diferentes niveis de Cd, Cu, e Zn em sistema hidropénico. Feira de Santana, 2014.

**Significativo a 1% de probabilidade.

Comparando-se os efeitos das doses dos metais sobre cada parte das plantas, foi
evidenciado maior dano nas folhas, onde as doses de Cd, Cu e Zn causaram reducoes
médias de 70, 81 e 85%, respectivamente (Figura 2). A parte menos afetada pelo Cd foi

a raiz, com reducao de 56% na maior dose testada deste metal, comparada com os 70 e
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73% de redugdes verificados nas MSF e MSC, respectivamente. Plantas submetidas a
maior intensidade de Cu e Zn, entretanto, apresentaram o caule como a parte menos
afetada (63 e 75%).

Com relacdo a MST, as plantas submetidas as maiores doses de Cd e de Cu
tiveram reducédo de cerca de 75% em relacdo as plantas controle (Figura 2). Nas plantas
expostas ao maior nivel de Zn o decréscimo foi maior, da ordem de 85%.

Os resultados mostraram que o incremento dos niveis de Cd, Cu e Zn na solucéo
nutritiva provocou um acumulo progressivo destes elementos em todas as partes de M.
leucocephalus (Figura 3). Independentemente do metal e da dose aplicada, as
concentragbes foram sempre maiores nas raizes que nas demais partes das plantas
(Figura 3). Nas plantas sob estresse de Cu e de Zn, os teores desses metais nas folhas e
caules foram semelhantes. Entretanto, nas plantas sob estresse de Cd, os teores desse

metal nos caules foram cinco vezes maiores que os das folhas.
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Figura 3. Concentracdo de metais nas folhas, caules e raizes de plantas de Martianthus

leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore cultivadas sob diferentes niveis de Cd,

Cu, e Zn em sistema hidrop6nico. Feira de Santana, 2014. **Significativo a 1% de

probabilidade.
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Figura 4. Taxa de crescimento relativo (TCR), suculéncia (Suc) e rendimento de
compostos volateis de plantas de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.
Pastore cultivadas sob diferentes niveis de Cd, Cu, e Zn em sistema hidropdnico. Feira
de Santana, 2014. **Significativo a 1% de probabilidade, ns = Diferencas néo

significativas entre as médias.

Os valores de TCR das plantas expostas as maiores doses de Cd, Cu e Zn
apresentaram reducdes de 59, 78 e 86%, respectivamente em relacdo as plantas controle
(Figura 4). A suculéncia foliar dos vegetais expostos as maiores doses de Cd, Cu e Zn

caiu aproximadamente a metade do valor verificado nas plantas ndo estressadas (Figura
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4). Entre 0s metais testados apenas o0 Zn induziu aumento do rendimento de compostos
volateis em M. leucocephalus. Dessa forma, no tratamento de 450 puM deste metal
obteve-se um valor médio de 0,31 mg g™ folha, equivalente a um aumento de 86% em

relacéo ao valor obtido nas plantas controle (Figura 4).

DISCUSSAO

A avaliacdo do desempenho das plantas, com base no crescimento, permitiu
discriminar a intensidade da toxidez dos elementos aplicados em M. leucocephalus.
Assim, as redugdes da MST induzidas pelo Cu e Cd foram semelhantes, apesar do Cu
ter sido aplicado em doses que corresponderam ao dobro do Cd aplicado, 0 que sugere
maior toxidez deste Ultimo metal nessa espécie. Por outro lado, a despeito dos efeitos do
estresse provocado pelo Zn sobre a MST terem sido relativamente mais severos, a
concentracdo utilizada foi, respectivamente, 10 e 5 vezes maior que a de Cd e a de Cu.
Desta forma, os resultados apontam para uma fitotoxidade crescente entre 0s elementos
Cd > Cu > Zn sobre o crescimento de M. leucocephalus.

Considerando que, independentemente do metal aplicado, a MSF foi sempre
mais afetada pelo estresse que as demais partes das plantas e que as concentracdes de
metais toxicos nas folhas foram sempre inferiores as dos caules e das raizes, os dados
sugerem que as folhas de M. leucocephalus apresentam uma maior sensibilidade ao
acumulo de metais do que as outras partes da planta.

As raizes acumularam mais metais que as folhas e os caules, indicando uma
baixa translocacdo da raiz para a parte aérea nesta planta (ALI et al., 2012). Além disso,
os resultados corroboram o fato de Cu e Zn serem considerados elementos pouco
mdveis nas plantas (MARSCHNER, 2012). No caso do Cd, a capacidade de transporte
interno para este elemento, varia consideravelmente entre as espécies (CHOPRA &

PATHAK, 2012). Dessa foma, os resultados desse trabalho indicam uma baixa
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mobilidade deste metal em M. leucocephalus. Adicionalmente, a restricdo da
translocacdo de elementos toxicos, das raizes para a parte aérea, também tem sido
considerada uma condigdo importante para a tolerancia das plantas ao estresse por
metais (YANG et al., 2003).

Assim como para a MST, verificou-se declinio da TCR com o incremento das
concentragdes de todos os metais testados. Essa taxa representa o incremento periddico
na MS da planta, em relagdo a MS preexistente (BENINCASA, 2003). Considerando
que os decréscimos de MS mais pronunciados causados pela toxidez desses metais
foram nas folhas, os dados sugerem que a toxidez dos metais testados pode reduzir a
capacidade fotossintética de M. leucocephalus. Disturbios fotossintéticos séo
frequentemente verificados em plantas submetidas ao excesso de metais (NAGAJYOTI
et al., 2010).

O estresse por metais tem sido descrito como um fator que causa distdrbios
hidricos nas plantas (PAL et al., 2006) efeito também verificado em M. leucocephalus e
evidenciado através da reducdo da suculéncia (Suc). Quando as plantas foram expostas
as maiores concentracdes de Cd, Cu e Zn verificou-se reducdo da Suc, em
aproximadamente metade dos valores obtidos nas plantas controle. Danos nas relacdes
hidricas de plantas expostas a metais tém sido associados as reducfes na permeabilidade
das membranas e do diametro do feixe vascular, além da inibicdo da formacéo de pélos
radiculares (PAL et al., 2006). Sabe-se que a agua é um componente essencial na
promoc¢do do crescimento e divisdo celulares (JALEEL et al., 2009). Assim, 0s
resultados obtidos neste trabalho sugerem que a reducdo da Suc nos tecidos de M.
leucocephalus submetidas aos tratamentos com Cd, Cu e Zn explicam, a0 menos em

parte, a reducao no crescimento desta espécie.
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Os resultados mostram que o teor de compostos volateis foi aumentado pela
exposi¢do ao Zn, mas nédo foi afetado por Cu e Cd (Figura 3). O aumento dos compostos
volateis nas plantas expostas ao Zn sugere um efeito de concentracdo, haja vista a
reducdo no crescimento das folhas. Alternativamente, o estresse causado por este metal
pode ter aumentado a atividade das enzimas isopentenil pirofosfato:dimetilalil
pirofosfato isomerase e a fenilalanina amonialiase (LUCINI & BERNARDO, 2015).
Estas sdo enzimas chave na biossintese de compostos terpénicos e fenilpropanicos, os
quais sdo os principais componentes dos 6leos essenciais vegetais (MIGUEL, 2010).
Considerando que a reducdo na producgdo de massa seca pode ser compensada com o
aumento da densidade de plantio, o cultivo de M. leucocephalus, com pequenos
espacamentos pode resultar em um aumento real na produtividade de compostos
volateis em solos contaminados com Zn.

Tem sido sugerido que a producdo de compostos volateis em plantas pode
representar um importante mecanismo para minimizar 0s danos causados por estresses
abidticos em plantas (TURTOLA et al.,, 2003). Muitas destas substancias podem
conferir as espécies vegetais protecdo contra o estresse oxidativo comum em condi¢coes
ambientais adversas, como 0 provocado por excesso de metais (SELMAR &
KLEINWACHTER, 2013). De acordo com estes autores, mesmo sob circunstancias
altamente negativas e com a fotossintese severamente afetada, as plantas podem manter
a producdo de compostos volateis. Em concordancia, os resultados deste trabalho
demonstraram que o crescimento foi mais afetado pela presenca dos metais do que a
concentracdo dos compostos volateis, sugerindo que estes compostos desempenham um

papel importante no metabolismo de M. leucocephalus, mesmo sob condicGes adversas.
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CONCLUSAO

A concentragdo de compostos volateis ndo foi prejudicada pelo aumento das
concentracdes dos metais testados em solugdo. Os resultados também indicam que M.
leucocephalus pode ser cultivada em ambientes contaminados com Zn, ja que nestas

condi¢des, apresentam maior concentracao de compostos volateis nos tecidos.
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CAPITULO 2

Bioacumulagao de Cd, Cu e Zn, nutrientes minerais e producgéo
compostos volateis em Martianthus leucocephalus (mart. Ex

benth.) J.F.B. pastore submetida a estresse com metais tracos
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Bioacumulacéo de Cd, Cu e Zn, nutrientes minerais e producao compostos volateis
em Martianthus leucocephalus (mart. Ex benth.) J.F.B. pastore submetida a

estresse com metais tragos

Resumo

Martianthus lecocephalus (Mart. Ex Benth.) J.F.B. Pastore pertence a familia
Lamiaceae e tem sido citada como uma espécie de elevado potencial fitoquimico e
econdmico, em virtude da producdo de 6leos essenciais com atividade antimicrobiana.
Contudo, o desenvolvimento de cultivos economicamente vidveis passa pelo
desenvolvimento de sistemas de cultivo que possibilitem um maior controle das
condi¢des ambientais e/ou estimulacdo das plantas, buscando-se elevar a produtividade
dos compostos bioativos, normalmente em percentuais muito baixos nos tecidos. As
plantas respondem a diversos tipos de estresse bioticos e abioticos, entre eles a presenca
de metais, de diversas maneiras, podendo inclusive elevar a producdo de metabdlitos
secundarios. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento, a producdo e a
composicdo de volateis bem como a acumulacdo de minerais e metais traco em M.
leucocephalus cultivada sob estresse de Cd, Cu e Zn. Estacas apicais foram transferidas
para bandejas plasticas contendo 6 L de solugdo nutritiva, onde permaneceram até o
enraizamento, sendo, entdo, submetidas doses de Cd, Cu e Zn durante 30 dias. Apos
esse periodo as plantas foram colhidas, separando-se as folhas, caules e raizes para
quantificacdo da massa seca, teor e composic¢do dos volateis, além da acumulacdo de
macro, micronutrientes e metais traco. Foi constatado que formiato de isobornila é o
composto majoritario do 6leo essencial dessa espécie e que 0 estresse por metais nao
afetou a composicdo quimica dos volateis da mesma. Todos os metais avaliados
provocaram reducdo no crescimento e desbalanco nutricional em M. leucocephalus.
Apenas 0 Cd estimulou maior producéo de éleos essenciais. As plantas acumularam Cd,
Cu e de Zn, sobretudo nas raizes, demonstrando o potencial da espécie para a

fitoestabilizacdo desses metais em ambientes contaminados.

Palavras-chave: Plantas medicinais e aromaticas; Lamiaceae; Fitorremediacao;

Elicitacdo.
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Abstract

Martianthus leucocephalus (Mart. Ex Benth.) J.F.B. Pastore belonging to the
Lamiaceae family and has been cited as a kind of high phytochemical and economical
potential, because the production of essential oils with antimicrobial activity. However,
the development of economically viable crops through the development of farming
systems that allow greater control of environmental conditions and/or stimulation of
plants, seeking to raise the productivity of bioactive compounds, usually at very low
percentage in the tissues. Plants respond to various kinds of abiotic and biotic stress,
including the presence of metals in various ways, and may even increase the production
of secondary metabolites. The objective of this study was to evaluate the growth, the
production and volatile composition as well as the accumulation of minerals and trace
metals in M. leucocephalus cultivated under stress of Cd, Cu and Zn. Apical cuttings
were transferred to plastic trays containing 6 L of nutrient solution, where they
remained until the roots, and then submitted Cd doses, Cu and Zn for 30 days. After this
period the plants were harvested, separating the leaves, stems and roots for
quantification of dry matter, composition and content of the volatiles, plus the
accumulation of macro, micro and trace metals. It was observed that isobornyl formate
is the major compound of the essential oil of the species and the stress metal did not
affect the chemical composition of the volatile. All evaluated metals caused reduced
growth and nutritional unbalance M. leucocephalus. Only Cd stimulated increased
production of essential oils. The plants accumulated Cd, Cu and Zn, particularly in the
roots, demonstrating the potential of the species to phytostabilization these metals in

contaminated environments.

Key-words: aromatic and medicinal plants; Lamiaceae; phytoremediation.

INTRODUCAO

A espécie Martianthus leucocephalus (Mart. Ex Benth.) J.F.B. Pastore,
anteriormente designada Hyptis leucocephala Mart. Ex Benth, é uma planta medicinal
endémica do semidrido brasileiro e pertencente a familia Lamiaceae (Harley e Pastore,
2012). Tem sido citada como uma espécie de elevado potencial fitoquimico e
econémico, sendo utilizada por comunidades locais para o tratamento de distdrbios

respiratorios (Azevedo, 2014). E uma erva aromatica decumbente de cerca de 20 cm de
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altura, que apresenta folhas cartéaceas, flores com célice esverdeado e corola arroxeada.
As folhas produzem 0leos essenciais com rendimentos de 0,1 a 0,3%, composto por
uma mistura de monoterpenos e sesquiterpenos, tendo o formiato de isorbonila como
composto majoritario (Lucchese et al., 2005). Possui atividade antimicrobiana contra
Bacillus cereus, Candida albicans e Staphylococcus aureus (Lucchese et al., 2005),
Pseudomonas aeroginosa, S. schleiferi, Salmonella thiphi, Escherichia coli,
Burkholderia sp. e Klebsiella pneumoniae, além de atividade contra alguns fungos
fitopatogénicos, como Sclerotinium rolfis e Rhizoctonia solani (Santos et al., 2011).

A presenca de substancias bioativas em seus 6leos essenciais, com a¢do contra
microrganismos multiresistentes a antibidticos existentes no mercado farmacéutico
mundial, torna a espécie uma alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos.
Contudo, o baixo rendimento de Oleos essenciais nos tecidos representa a maior
limitacdo para a sua exploragdo comercial. M. leucocephalus ja vem sendo pesquisada
quanto ao desenvolvimento de sistemas de cultivo (Oliveira et al., 2011), sendo
necessaria, contudo, a busca por técnicas que proporcionem maior producdo dos
compostos de interesse.

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para melhorar a produtividade de
compostos bioativos de interesse nos vegetais, incluindo a selecdo de plantas,
otimizacdo das condicdes de cultivo, uso de eliciadores e engenharia metabdlica (Chen
e Chen, 2000). A utilizacdo de moléculas eliciadoras representa uma abordagem
eficiente para o aumento do metabolismo secundario, podendo viabilizar a exploracédo
comercial de muitos compostos de elevado valor agregado (Ddrnenburg e Knorr, 1995).
Extratos de microrganismos patogénicos, moléculas sinalizadoras dos mecanismos de
defesa das plantas, enzimas, radiacdo ultravioleta, metais pesados e compostos quimicos
tém sido citados como agentes eliciadores em plantas (Pitta-Alvarez et al., 2000).

Muitas plantas sintetizam e acumulam o0s metabélitos secundarios apos
tratamento com os metais (Mithofer et al. 2004). Em Mentha arvensis (Misra, 1992),
Matricaria chamomilla (Grejtovsky et al., 2006) e Rosmarinus officinalis L. (Deef,
2007) foram verificados aumentos nos teores de Oleo essencial quando cultivadas na
presenca de metais. Entretanto, os efeitos desses metais podem ser contrastantes,
dependendo, dentre outros fatores, do tipo de espécie estudada (Nasim e Dhir, 2010).
Por outro lado, considera-se que a biodisponibilidade de metais representa um risco
potencial para as plantas. Este tipo de estresse causa diversas alterac6es fisiologicas, as

quais prejudicam o crescimento e o desenvolvimento do vegetal (Gill, 2014; Ovecka e
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Takac, 2014). Apesar dos danos serem generalizados, a raiz é o sitio primario de contato
e muitos sintomas podem estar associados as limitagBes na capacidade de absorcéo de
agua e nutrientes minerais.

Adicionalmente, sabe-se que elevadas concentracbes ambientais de metais tém
efeitos adversos para toda a biota, pois estes elementos interferem no funcionamento
normal de sistemas vivos. Assim, a extracdo dos metais dos solos é extremamente
necessaria a fim de minimizar o seu impacto sobre os ecossistemas (Ali et al., 2013).
Algumas espécies vegetais apresentam capacidade de extrair e concentrar grandes
quantidades de metais nos tecidos. Com o auxilio destes organismos os elementos
podem ser removidos de locais poluidos, sendo o mecanismo denominado
fitorremediacdo (Hameed et al., 2012). Tal processo tem sido bastante investigado por
ser considerado eficiente e de baixo custo quando comparado aos meios usuais de
remediacdo (Vamerali et al., 2010). Neste sentido, muitos representantes da familia
Lamiaceae figuram entre as plantas potencialmente reconhecidas como
fitorremediadoras (Prasad e Freitas, 2003; Zheljazkov et al., 2008; Seyedsadr et al.,
2013).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Cd, Cu e Zn sobre o
crescimento, producéo e composicdo dos compostos volateis, bem como a acumulacao
de minerais e metais nos tecidos de M. leucocephalus cultivado em sistema

hidrop6nico.

MATERIAL E METODOS

Condicoes de cultivo

O experimento foi realizado na Unidade Experimental Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Bahia, Brasil, localizada a
12°16°00” de latitude sul e 38°58°00” de longitude oeste, apresentando altitude de 234
metros e temperatura média anual de 24°C. Estacas apicais de M. lecocephalus com
aproximadamente 15 cm de comprimento foram obtidas de plantas matrizes mantidas na
Colecdo de Plantas Medicinais e Aromaticas da UEFS e identificadas no Herbéario desta
mesma instituicdo (HUEFS) (Voucher 25.322).

Apo6s a coleta as estacas foram imediatamente transferidas para bandejas

plasticas contendo seis litros da solucdo nutritiva completa de Hoagland e Arnon (1950)
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e mantidas em estufa agricola. O pH da solucdo foi ajustado em 6,0 = 0,2, sendo
monitorado diariamente (Figura 1A e 1B). Vinte dias ap0s a instalacdo das plantas no
sistema hidropdnico (fase de enraizamento) foram iniciados os tratamentos: controle
(0,0 pmol L™ de metal), Cd(NO3); (7,5 pmol L), CuSO,4 (15 pumol L™) e ZnSO, (75
umol L™). As concentracdes utilizadas foram definidas com base nos resultados obtidos
em testes previamente realizados para identificacdo das concentracdes limites, que
provocavam sinais morfoldgicos visiveis de estresse, sem, contudo, levar as plantas a
morte. As solucgdes nutritivas foram renovadas semanalmente e o volume completado
diariamente. O sistema foi mantido sob aeracdo intermitente (15 minutos a cada trés
horas) por meio de compressor de ar acoplado a um temporizador. As plantas
permaneceram nestas condic¢des durante 30 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de uma bandeja contendo quatro
plantas (Figura 1A). Os resultados foram submetidos a analise da variancia pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro utilizando o software estatistico SISVAR
(Ferreira, 2003).

Quantificacéo do crescimento, teor e composicdo de compostos volateis

As plantas foram coletadas 30 dias apds o inicio da aplicacdo dos tratamentos
com metais, sendo separadas em folhas, caules e raizes. O material vegetal foi
acondicionado em sacos de papel e transferido para estufa com circulagédo forcada de ar
(60 °C) até peso constante, para determinacdo das massas secas da parte aérea (MSPA),
raizes (MSR) e total (MST), com auxilio de balanca de preciséo.

A extracdo dos Oleos essenciais foi realizada em aparelho de destilacdo tipo
Clevenger. Para cada repeticdo foram utilizadas de 12 a 15 g de massa seca de folhas. O
tempo de destilacdo foi de 3 h (Figura 1C) e, ap0Os esse periodo, o Oleo essencial
juntamente com a agua foi recolhido em um funil de separacédo, adicionando-se 10 mL
de diclorometano (trés vezes) e, em seguida, sulfato de magnésio anidro, para separacédo
da agua residual. Finalmente, o filtrado foi colocado em evaporador rotativo para
retirada do diclorometano. O teor do Gleo essencial foi quantificado pela massa de éleo,
medido em balanca analitica, e expresso em massa/massa (mg de 6leo por 100g de

matéria seca da folha).
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A andlise dos compostos volateis foi efetuada no Laboratdrio de Produtos
Naturais e Bioativos da UEFS (LAPRON), através da combinacdo de técnicas de
Cromatografia Gasosa acoplada a um Detector de lonizagdo em Chama (CG/DIC), para
quantificacdo dos constituintes e determinacdo do indice de Kovats? e Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) para identificacdo dos
constituintes. Nas analises por CG/DIC 25 mg do 0leo essencial foram previamente
diluidos em 0,5 mL de metanol utilizando um Cromatdgrafo Shimadzu® CG-2010
equipado com injetor automatico AOC-20i, coluna capilar Rtx-5 (30 m x 0,25 mm),
espessura do filme 0,25 pum, temperatura do injetor 220°C e do detector 240°C, hélio
como gas de arraste (1,2 mL min™), com programa de temperatura do forno de 60° a
240°C a 3°C min™, mantendo a 240°C por 20 min, split de 1:20, volume de injecdo de 1
uL. As analises por CG/EM foram realizadas em Cromatégrafo Shimadzu® CG-2010
acoplado a Espectrometro de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu®, com injetor
automatico AOC-20i, coluna capilar DB-5ms (30 m x 0,25 mm), espessura do filme
0,25 um, temperatura do injetor 220°C, gés de arraste hélio (1 mL min™), temperatura
da interface e da fonte de ionizacdo 240°C, energia de ionizagdo 70, corrente de
ionizacdo 0,7 kV e programa de temperatura e split semelhante a descrita acima (Figura
1DeE).

A identificacdo dos constituintes foi realizada através do célculo do indice de
Kovats' de cada um dos picos. Os indices foram calculados com a utilizacdo de
cromatogramas obtidos pela co-injecdo da amostra com uma série homéloga de n-
alcanos (C8 a C24). Cada pico do cromatograma foi também identificado pelo seu
espectro de massas, pela comparagdo com a biblioteca do equipamento, consulta a
literatura especializada (Adams, 2007; Joulain e Konig, 1998) e injecdo de padrdes. Ja a
quantificacdo do percentual relativo dos constituintes identificados foi obtida com base

nas areas dos picos cromatograficos correspondentes pelo método da normalizacéo.

Quantificacédo dos minerais e dos metais Cd, Cu e Zn

As amostras de folha, caule e raiz foram preparadas através da digestdo acida em

HNO3 (conc.) e H,0; (30%). Inicialmente uma pré-digestdo foi realizada, colocando

2 0 indice de Kovats é um indice de retencdo que descreve o comportamento de retencdo do composto

comparativamente ao de uma mistura de alcanos de diferentes nimeros de atomos de carbono. Este indice de
reten¢do fornece informacdo sobre a sequéncia de eluicdo do composto e varia em fungdo da fase estacionaria e da
temperatura, sendo independente das condi¢des experimentais (Janzantti et al., 2003).
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aproximadamente 0,5 g de cada amostra triturada em contato com 5 ml de HNOj3 por
uma noite (12 h). Apos a pré digestdo, as amostras foram colocadas em um bloco
digestor a 125 °C por 1 h e, em seguida, foram adicionados 3 ml de H,O,, sendo
novamente dispostas no bloco digestor, desta vez, por 30 min. Este ultimo procedimento
foi repetido até a amostra ficar totalmente clara. O extrato resultante foi diluido para 50
ml com &gua deionizada. As determinacbes de célcio (Ca), enxofre (S), fésforo (P),
magnésio (Mg), potassio (K), ferro (Fe), manganés (Mn) e dos metais tragos utilizados
como tratamento (Cd, Cu e Zn) foram realizadas por espectrometria de emissao atdmica
com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) (Varian Vista PRO) (Figura 1 F).

Figura 1. (A) Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore cultivada
hidroponia; (B) crescimento de plantas estressadas e em condigdes controle; (C) 6leo
apos 3 horas de destilacéo; (D) CG/DIC; (E) CG/EM (F) ICP-OES.
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Bioacumulagéo e translocagdo dos metais

Os fatores de bioacumulagdo na parte aérea (FB) e nas raizes (FB’), bem como o
fator de translocagdo (FT) foram calculados conforme sugerido por Ali et al. (2012),
utilizando as seguintes razdes: FB = Cpa/Cs; FB’ = Cr/Cs € FT = Cpa/Cr.

Onde: Cpa — € a concentracdo do metal na parte aérea; Cr— é a concentracdo do

metal nas raizes; e Cs — é a concentracdo do metal aplicado na solucdo nutritiva.

RESULTADOS

Crescimento, teor e composi¢ao dos compostos volateis

A andlise de variancia demonstrou que os tratamentos com metais provocaram
efeito significativo no crescimento e no teor de compostos volateis das plantas de M.
leucocephalus (Apéndice B V). Os resultados demonstraram que as plantas expostas
aos elementos Cd, Cu e Zn apresentaram uma reducdo significativa na producdo de
massa seca (Figura 2) quando comparado ao tratamento controle, ndo havendo
diferencas estatisticas entre os efeitos desses metais sobre a MSPA e MST. Comparando
o efeito do estresse imposto por cada tipo de metal verificou-se que o Cd promoveu
maior reducdo sobre a MSPA (23%) do que na MSR (12%) (Figura 2). De maneira
contraria, nas plantas submetidas ao tratamento com Cu a MSR foi mais afetada (28%)
em comparacdo com a MSPA (21%) (Figura 2). Ja nas plantas expostas ao Zn, os danos
no crescimento em ambas as partes foram semelhantes estatisticamente (21%) (Figura
2). Para o teor de Oleos essenciais a analise dos dados demonstrou que apenas o Cd
promoveu efeitos significativos, promovendo incremento de 32% na producdo dos

compostos volateis em relacdo as plantas controle (Figura 2).
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Figura 2 - Massa seca da parte aérea (MSPA), raizes (MSR), total (MST) e teor de 0leo
de plantas de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore em condicdes
controle (C) e submetidas a estresse por Cd (7,5 mmol L™), Cu (15 mmol L™) e Zn (75
mmol L™) em sistema hidropdnico. Feira de Santana, Bahia, 2014. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si conforme o teste de Tukey a 5% de probabilidade

de erro.

A analise da composi¢do quimica dos compostos volateis nas folhas de M.
leucocephalus demonstrou um predominio de sesquiterpenos, 0s quais totalizaram cerca
de 40% dos compostos identificados (Tabela 1). Dentro desta classe destaca-se a
presenca do oxido de cariofileno (10,4%), E-cariofileno (8,8%) e o muurolol (8%). Por
outro lado, os resultados demonstraram que o monoterpeno monoxigenado formiato de
isobornila apresentou a maior concentracdo, representando cerca de 20% do total de
moléculas identificadas. Os resultados apontam ainda que o estresse provocado pelos
metais ndo alterou significativamente a composicdo quimica e a concentracdo das
substancias volateis nas folhas de M. leucocephalus (Tabela 1) (Apéndice B I). O
resultado completo da composicdo quimica do 6leo essencial pode ser visualizado nos
Apéndices D, E, Fe G.

55



Tabela 1. Principais constituintes quimicos do &leo essencial de Marthianthus
leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore em condicGes controle (C) e submetidas
a estresse por Cd (7,5 mmol L™), Cu (15 mmol L™) e Zn (75 mmol L™) em sistema
hidropbnico. Feira de Santana, Bahia, 2014. Médias seguidas pela mesma letra na linha

ndo diferem entre si conforme o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Composto IKit IKe Controle% Cu% Cd% 2Zn% CV
C
Formiato de isobornila (M) 1239 1229 20a 18,1a 17,8a 19,2a 16,11
E-cariofileno (S) 1419 1422 8,8a 10,3a 11,3a 1la 27,43
Germacreno D (S) 1485 1482 3a 3,8a 4,2a 3,7a 32,97
Viridifloreno (S) 1496 1497 5,2a 6,4a 7a 59a 36,59
Espatulenol (S) 1578 1579 5,1a 45a  4,3a 5a 21,66
Oxido de cariofileno (S) 1583 1584 10,4a 9,2a 6,4a 8,3a 42,23
o-muurolol (S) 1646 1642 8a 85a 8,7a  8,7a 13,02
Monoterpenos (M) 20 18,1 17,8 19,2
Sesquiterpenos (S) 40,5 42,7 419 42,6
Total identificado 60,5 60,8 59,7 61,8

*Klyi= indice de Kovats da literatura; 1K = indice de Kovats calculado.

Teores dos minerais e de Cd, Cu e Zn

O estresse provocado pela presenca de Cd, Cu e Zn na solucéo nutritiva alterou
0s niveis de K, P e S nos 6rgdos das plantas (Figura 3) (Apéndice B I1). Os niveis de K
nas raizes aumentaram 71%, 54% e 49% nas plantas submetidas ao Cd, Cu e Zn,
respectivamente. Por outro lado, verificou-se aumentos de 54%, 35% e 48% na
concentracdo de S na parte aérea das plantas expostas aos tratamentos de Cd, Cu e Zn,
respectivamente, ndo afetando significativamente sua concentracdo nas raizes. Ja em
relacdo ao P, verificou-se aumentos em niveis superiores a 50% em ambas as partes das

plantas (Figura 3).
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Figura 3 - Concentracbes de enxofre (S), fosforo (P), magneésio (Mg), potéassio (K) e
calcio (Ca) na parte aérea e raizes de plantas de Martianthus leucocephalus (Mart. ex
Benth.) J.F.B. Pastore em condi¢des controle (C) e submetida a estresse por Cd (7,5
mmol L™), Cu (15 mmol L™) e Zn (75 mmol L™) em sistema hidroponico.Feira de
Santana, Bahia, 2014. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si conforme

0 teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Na parte aérea das plantas submetidas a estresse por Cd foram verificados
incrementos nos niveis de Mn (26%), enquanto que nas plantas cultivadas na presencga
de Zn foram detectados aumentos nos niveis de Cu (13%) e Fe (20%) (Figura 4). Ja nas
raizes, verificou-se aumento nos niveis de Fe em plantas submetidas a presenca de Cu e
Zn e de Mn em plantas cultivadas na presenca de Cu (Figura 4). Os resultados
demonstraram ainda que nas plantas tratadas com metais, os niveis de Cd, Cu e Zn
foram significativamente maiores do que aqueles encontrados nas plantas submetidas ao
tratamento controle, sem a adi¢cdo dos metais, com aumentos de 27, 1,6 e 5,3 vezes na

parte aérea e 196, 4 e 12 vezes nas raizes (Figura 4) (Apéndice B 11I).
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Figura 4 - Concentracdes de cobre (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe) e manganés (Mn) e de
cadmio (Cd) na parte aérea e raizes de plantas de Martianthus leucocephalus (Mart. ex
Benth.) J.F.B. Pastore em condicdes controle (C) e submetidas a estresse por Cd (7,5
mmol L), Cu (15 mmol L™) e Zn (75 mmol L™) em sistema hidropdnico. Feira de
Santana, Bahia, 2014. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si conforme

o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Bioacumulagéo e translocacdo dos metais

Os resultados demonstraram que os fatores de bioacumulagdo nas raizes (FB’)
foram 31 (Cd), 18 (Cu) e 3,1 (Zn) vezes maiores do que aqueles verificados na parte
aérea (FB) (Tabela 2). Para todos os metais testados os fatores de translocacédo

calculados ficaram abaixo de 1 (Tabela 2).

Tabela 2 - Fator de bioacumulagdo nas folhas (FB) ¢ nas raizes (FB’) e fator de
translocacdo (FT) de cddmio (Cd), cobre (Cu) e zinco (Zn) obtidos para plantas de
Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore submetidas a estresse por
Cd (7,5 mmol L™), Cu (15 mmol L™) e Zn (75 mmol L) em sistema hidropdnico. Feira
de Santana, Bahia, 2014.

Metal aplicado FB FB’ FT
Cd 27,39 + 3,40 864,58 + 117,28 0,032 + 0,004
Cu 13,025 + 0,69 243,44 + 31,95 0,054 + 0,009
Zn 34,87 + 4,99 141,92 + 12,55 0,248 + 0,049
DISCUSSAO

Dentre os diversos estresses abidticos aquele causado por metais tragos é
considerado um dos mais importantes, afetando seriamente o metabolismo e o
crescimento vegetal. A intensidade dos danos causados por este tipo de estresse é
influenciado pelo tipo de metal envolvido. Elementos como o Cu e Zn, que sao
requeridos em processos metabdlicos, normalmente apresentam carater fitotdxico
quando disponibilizados em altas concentracBes. Por outro lado, o Cd, elemento néo
essencial, pode ser danoso ainda que em baixa quantidade no ambiente. Consoante com
estas observacdes, independentemente do tipo de metal adicionado na solugdo nutritiva,
as plantas de M. leucocephalus apresentaram menores acimulos de massa seca do que
aquelas cultivadas em condicBes controle. Comparativamente, o0s resultados
demonstraram que 0S prejuizos no crescimento das plantas provocados pelos
tratamentos com metais foram semelhantes. Entretanto, considerando que o Cd esteve

disponivel em menor concentragdo, este elemento pode ser considerado mais fitotoxico
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para M. leucocephalus. A toxidez dos metais afetou a producdo de massa seca tanto da
raiz como da parte aérea. Como este efeito foi acompanhado de aumento da
concentracdo de Cd, Cu e Zn em ambas as partes das plantas, pode-se inferir que o
acumulo destes metais nos tecidos das plantas explique, ao menos em parte, 0s danos no
crescimento desta espécie.

A exposicdo de M. leucocephalus ao estresse por Cd provocou um incremento
de aproximadamente 30% no teor de compostos volateis nas folhas. Este resultado
corrobora com a hipdtese de que o Cd promove o acumulo de metabolitos secundarios
em plantas (Li et al., 2012; Li et al., 2013). Alguns destes compostos podem ser
considerados importantes componentes de defesa contra o estresse de Cd,
provavelmente atuando como parte do sistema de defesa antioxidante (Li et al., 2012).
Considerando que apenas a exposicdo ao Cd provocou aumento no teor de compostos
volateis de M. leucocephalus € provavel que seu acimulo seja importante para o
crescimento desta espécie em ambientes contaminados com o metal. Conforme Wilhelm
e Selmar (2011), sob condicGes adversas, o fluxo principal de carbono da fotossintese
ndo ¢ direcionado ao crescimento, mas sim para a producdo de substancias associadas a
tolerancia ao estresse. Ainda segundo 0s autores este mecanismo pode resultar no
reestabelecimento da homeostase do metabolismo das plantas.

Muitas pesquisas tém demonstrado que plantas aromaticas expostas a diversos
tipos de estresse apresentam alteracdo na qualidade do 0leo essencial. Neste sentido, foi
encontrada uma diminuicdo nos niveis de a- e B-tujonas e aumento nos niveis de
canfora em plantas de Salvia officinalis, crescendo em solos contaminados com metais
(Stancheva et al., 2009). Apo6s uma infeccéo viral, o perfil de monoterpenos se manteve
inalterado em Echinacea purplrea, porém a quantidade de mirceno e alfa-pineno foi
superior (Hudaib et al., 2002). Em Ocimum selloi, a exposicdo a luz ultravioleta
provocou um aumento na sintese sesquiterpenos (Costa et al., 2010), enquanto que em
Nigella sativa, o estresse hidrico resultou no incremento da producdo de carvacrol e
diminuicdo de outros monoterpenos (Mozaffari, et al., 2000).

Tais variacGes na composicao do 6leo de plantas expostas aos estresses bidticos
e abidticos sdo frequentemente mediadas pelo aumento da atividade transcricional de
genes especificos. Além disso, a imposicao de estresses afeta a atividade de enzimas por
meio de alteragdes pos transcricionais (Singh e Sharma, 2015). Por exemplo, a atividade
da enzima 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase (HMGR), reguladora da via do

acido mevaldnico, é controlada de forma pds-transcricional através da fosfatase A2 e
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por ubiquitinas ligases (Singh e Sharma, 2015) as quais, respectivamente, modulam a
desfosforilagdo e a degradacgdo desta enzima. Desta maneira, as variagdes especificas na
sintese de isoprenoides dependem da espécie vegetal, do tipo e intensidade do estresse e
sdo dinamicamente reguladas em diferentes niveis metabolicos (Kumari et al., 2014).

Considerando que o estresse por metais ndo afetou a composicdo quimica dos
compostos volateis de M. leucocephalus (Tabela 1), os resultados deste trabalho
sugerem que, nesta espécie, os estresses por Cd, Cu e Zn ndo provocaram alteragdes no
fluxo metabdlico associado a biossintese destes compostos. Do ponto de vista do cultivo
de M. leucocephalus em solos contaminados com metais pesados, esta manutencdo na
qualidade do 6leo pode ser um resultado interessante, haja vista o efeito elicitor do Cd
sobre o teor de 6leo nessa espécie.

Disturbios nutricionais estdo entre os principais mecanismos pelos quais 0s
metais exercem efeitos toxicos nas plantas (DalCorso et al., 2010). Nestas condigdes, a
arquitetura da raiz pode ser prejudicada, ocorrendo reducGes na permeabilidade das
membranas e no diametro do feixe vascular, ocorrendo ainda, a inibicdo da formacéao de
pélos radiculares (Pal et al., 2006). Além disso, devido a similaridade entre a forma
ibnica dos metais e alguns nutrientes pode ocorrer uma competicdo entre estes pelo
transporte através da membrana das células das raizes (DalCorso et al., 2010). Contudo,
os resultados verificados neste trabalho contrastam com estas observacgdes, pois 0s
tratamentos com metais ndo prejudicaram a absorcdo ou a translocacdo de nenhum dos
minerais pesquisados nos tecidos de M. leucocephalus, demonstrando que
generalizacOes acerca dos efeitos toxicos dos metais sdo dificeis, pois sdo dependentes
da espécie estudada, concentracdo e tipo de metal e duracdo do estresse (Bertrand e
Guary, 2001). Assim, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o0s danos
causados pelo estresse de Cd, Cu e Zn ao crescimento de M. leucocephalus
provavelmente ndo estdo associados a danos nas concentragdes de nutrientes minerais.

Por outro lado, o excesso de metais na solucdo nutritiva provocou incremento
nos teores de alguns dos elementos investigados, como S nas folhas, K nas raizes e P
em ambas as partes das plantas submetidas ao estresse. Tem sido sugerido queo Seo P
desempenham papel importante na desintoxicacdo de metais em plantas vasculares. O S
é fundamental para a sintese de polipeptideos com funcdo quelante (fitoquelatinas e
metalothioneinas), enquanto o P pode complexar metais nos tecidos de forma direta
(Nocito et al., 2007; Andrade e Silveira, 2008; Jesus e Azevedo Neto, 2013). Dessa

forma, considerando que o aumento da concentracdo do P e do S e também dos metais
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ocorreu em todos os tratamentos, é provavel que tenha ocorrido a formacdo de
complexos entre estes elementos, reduzindo a disponibilidade de S e P para as
atividades metabdlicas e, consequentemente, reduzindo o acumulo de biomassa nos
tecidos. Os resultados encontrados para os niveis de K podem estar associados ao fato
deste elemento ser um cation monovalente (K*) e, desta forma, sua absorcdo pode ter
sido pouco afetado pelo excesso dos cations divalentes (Cd™, Cu™ e zZn™).
Adicionalmente, plantas submetidas ao excesso de metais podem aumentar a absorcéo
de elementos e evitar um possivel risco de deficiéncia nas folhas (van de Mortel et al.,
2006). A manutencdo das concentracOes de K nas folhas das plantas sob estresse pode
confirmar esta hipétese (van de Mortel et al., 2006).

Foi verificado que o estresse por Cd provocou incremento na concentracdo de
Mn na parte aérea (Figura 4). Este efeito também foi encontrado para a concentragéo de
Cu em plantas tratadas com o excesso de Zn. Estes resultados podem indicar que, nestas
condicdes, a translocacdo destes minerais foi aumentada em M. leucocephalus.
Aumentos nas concentracdes de Fe e de Mn nas raizes de plantas estressadas pelo Cu
podem ser resultantes de um aumento na absorcao destes nutrientes. Conforme Kabata-
Pendias (2011), apesar dos efeitos do excesso de cobre sobre a absorcdo de Fe e Mn nas
plantas serem contraditérias, incrementos tém sido verificados.

Muitas plantas podem ser Gteis na remocdo de metais em ambientes poluidos por
meio da fitorremediacdo (Kabata-Pendias, 2011). Este processo pode ser alcancado
através de diferentes estratégias, as quais estdo associadas a capacidade da planta em
adsorver, absorver, acumular e distribuir estes elementos em seus tecidos. Para a
fitorremediacdo de metais duas estratégias principais tém sido consideradas, a
fitoextracdo e a fitoestabilizacdo (Cui et al.,, 2007). De maneira geral, plantas
fitoextratoras absorvem, translocam e acumulam os metais na parte aérea, enquanto as
fitoestabilizadoras limitam a mobilidade e a biodisponibilidade dos metais no solo por
meio das raizes (Ali et al., 2013). A estimativa do fator de translocacdo (FT) e do fator
de bioacumulacéo (FB) permite determinar a aplicabilidade de uma espécie para fins de
fitorremediacdo (VVamerali et al., 2010). Plantas que apresentam valores do FT acima de
1 contém o metal mais concentrado na parte aérea do que nas raizes e sdo descritas
como Uteis para a fitoextracdo. Ja as espécies que possuem FB acima de 1 possuem
metal mais concentrado nos tecidos do que no ambiente e podem apresentar potencial
para a fitoestabilizacdo (essencialmente por meio das raizes). Neste trabalho, os fatores

de translocacdo de Cd, Cu e Zn obtidos para M. leucocephalus foram menores que 1, o
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que demonstram que esta espécie tem limitado potencial para a fitoextragdo. Entretanto,
FB’ desses metais apresentaram valores consideravelmente elevados, demonstrando
uma consideravel capacidade das raizes em concentrar os metais.

Assim, os resultados sugerem que M. leucocephalus pode ser Util como espécie
fitoestabilizadora de Cd, Cu e Zn em ambientes contaminados com estes metais, assim
como a possibilidade de cultivo dessa espécie em ambientes contaminados com Cd ou
mesmo a elicitagdo de plantas com esse metal, visando o aumento no teor de 6leos
essenciais nos tecidos, contudo, estudos mais detalhados com esse fim devem ser
realizados, considerando a grande influencia dos fatores ambientais na producéo desses
compostos.
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CAPITULO 3

Estresse oxidativo e producdo de fendlicos e de flavonoides totais
em plantas de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B.

Pastore submetidas ao estresse por metais
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Estresse oxidativo e producdo de fendlicos e de flavondides totais em plantas de
Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore submetidas ao estresse

por metais

Resumo

A atividade antioxidante de plantas tem sido associada a presenga de compostos
fendlicos. Atualmente o potencial dos vegetais em produzir estes compostos tem
recebido bastante atencdo, sendo sua sintese controlada geneticamente e fortemente
estimulada por fatores ambientais. Diversos relatos tém associado a producdo destes
compostos as condi¢cdes adversas, como 0 estresse provocado por metais. Assim, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar o estresse oxidativo e o rendimento de fenolicos e de
flavondides totais em plantas de M. leucocephalus cultivada sob estresse de Cd, Cu e Zn
em sistema hidropbnico. Estacas apicais foram transferidas para bandejas plasticas
contendo 6 L de solugdo nutritiva, onde permaneceram até o enraizamento, sendo,
entdo, submetidas doses de Cd, Cu e Zn, durante 30 dias. Apds esse periodo as plantas
foram colhidas, separando-se as folhas, caules e raizes para quantificacdo de fendlicos e
flavondides totais, da peroxidacéo lipidica e da atividade das peroxidases do ascorbato
(APX) e do guaiacol (GPX). Os resultados demonstraram que 0s maiores teores de
compostos fendlicos sdo encontrados nas partes aéreas de M. leucocephalus,
caracterizando esta espécie como uma potencial fonte para a obtencdo destes
compostos. Além disso, o estresse de Cd aumentou a concentracdo de fenolicos totais,
enquanto que a atividade das peroxidases e a peroxidacgéo lipidica foi maior nas plantas
submetidas aos trés metais. Por outro lado, todos os tratamentos com metais
provocaram reducdo no teor de flavondides nas folhas e raizes, sugerindo a
possibilidade destes compostos atuarem como quelantes de metais nas plantas de M.
leucocepalus. Estes resultados sugerem que os compostos fendlicos sdo moléculas

importantes para o metabolismo das plantas submetidas ao estresse por metais.

Palavras-chave: peroxidacao lipidica, peroxidases, metabolitos secundarios, Lamiaceae

Abstract

71



The plant antioxidant activity has been associated with the presence of phenolic
compounds. Currently the potential of plants to produce these compounds have received
much attention, and its genetically controlled synthesis and strongly stimulated by
environmental factors. Several reports have associated these compounds production
with adverse conditions, such as stress caused by metals. The objective of this study
was to evaluate oxidative stress and the yield of phenolics and total flavonoids in M.
leucocephalus plants grown under stress of Cd, Cu and Zn hydroponically. Apical
cuttings were transferred to plastic trays containing 6 L of nutrient solution, where they
remained until the roots, and then submitted Cd, Cu and Zn for 30 days. After this
period the plants were harvested by separating them to leaves, stems and roots for
quantitation of phenolic and flavonoids, lipid peroxidation and ascorbate peroxidase
(APX) and guaiacol (GPX) activity. Higher levels of phenolic compounds are found in
the aerial parts of M. leucocephalus characterizing this species as a potential source for
obtaining these compounds. The Cd stress increased concentration of phenolics, while
the activity of peroxidases and lipid peroxidation was higher in plants subjected to three
metals. Moreover, all treatments caused a reduction in metal flavonoid content in leaves
and roots, suggesting the possibility that these compounds act as metal chelators in
plants M. leucocepalus. The results show that phenolic compounds are important

molecules for the metabolism of plants subjected to stress by metals.

Keywords: lipid peroxidation, peroxidases, secondary metabolites, Lamiaceae

INTRODUCAO

O interesse por plantas medicinais e produtos associados tem sido cada vez mais
considerado pela populacdo em geral, bem como pela comunidade cientifica e setores
governamentais. Estas plantas e seus derivados sdo utilizados de forma alternativa, ou
ainda de maneira complementar a medicina tradicional, para o tratamento de diversas
enfermidades. Em muitos casos, materiais de origem vegetal sdo empregados para
eliminar radicais livres, sendo assim reconhecidas como antioxidantes naturais (Souza
et al., 2007). Neste sentido, apresentam demanda elevada devido a sua relativa
seguranca e ao seu potencial para a prevencdo de algumas doencas, como as
cardiovasculares, o cancer e as enfermidades neurodegenerativas (Dvorackova et al.,
2014; Giada, 2013).
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Nas plantas, a atividade antioxidante tem sido associada & presenca de
compostos fenolicos (Giada, 2013; Vladimir-Knezevi¢, 2014), onde se enquadram
diversas categorias de compostos, incluindo os flavondides (Sousa et al., 2007).
Conforme Giada (2013), a destacada atividade antioxidante dos fenolicos esta
relacionada a presenca de hidroxilas, as quais permitem a estabilidade da molécula ap6s
a doacdo de elétrons as espécies reativas de oxigénio (EROS).

Devido ao interesse comercial, muitas plantas tém sido investigadas quanto a
capacidade de producdo dos compostos fendlicos e a familia Lamiaceae vem
demonstrando relevancia (Vladimir-Knezevi¢, 2014). Grandes quantidades destas
substancias foram encontradas, por exemplo, em Lavandula angustifolia Mill. (lavanda)
e Melissa officinalis L. (erva cidreira) (Dvorackova et al., 2014). Martianthus
leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore ¢ uma Lamiaceae herbacea de ocorréncia
restrita ao semiarido brasileiro. Esta espécie tem sido bastante estudada devido ao 0leo
essencial produzido em seus tecidos, com diversas propriedades farmacologicas (Santos
et al., 2011), entretanto, tem sido pouco investigada quanto ao seu potencial para
produzir compostos fendlicos.

A producdo de compostos fendlicos pode ser mais pronunciada diante de
condicdes adversas (Petridis et al., 2012). Alguns autores relataram que a exposic¢ao dos
vegetais a seca e a salinidade provocou o acimulo destas moléculas (Petridis et al.,
2012; Selmar e Kleinwéachter, 2013). Adicionalmente, 0 estresse por metais, um dos
fatores mais prejudiciais ao crescimento das plantas (Zheljazkov et al., 2005; Gill,
2014), também tem demonstrado influéncia na sintese dos compostos fendlicos
(Michalak, 2006; Nasim e Dhir, 2010).

O papel benéfico dos fenolicos para as plantas expostas aos metais pode estar
associado a sua capacidade antioxidante. Este tipo de estresse pode desencadear o
surgimento de variados sintomas nas plantas, sendo que o acimulo EROS ¢é considerado
comum (Singh et al. 2015). Nestas condi¢cfes, os tecidos vegetais podem apresentar
incremento da peroxidacao lipidica e da atividade de enzimas do sistema antioxidante,
tais como as peroxidases (Kovacik et al. 2009; Ovecka e Takac, 2014), responsaveis
pela remoc¢do do peroxido de hidrogénio (H20,), espécie de elevado potencial oxidante
e precursor de radicais de oxigénio altamente destrutivos (Vicuna et al., 2011).
Alternativamente, os fendlicos, principalmente flavondides, podem atuar como
guelantes dos metais e, desta forma, limitar a toxidez destes elementos (Pawlak-Sprada

et al., 2011). Assim, a correlacdo entre 0 estresse por metais e a produgdo de compostos
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fendlicos cria como perspectiva a possibilidade de estimulacdo de plantas buscando a
elevacdo dos seus teores nos tecidos.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de peroxidacao
lipidica, a atividade de peroxidases, bem como o rendimento de fendlicos e de
flavonoides totais em M. leucocephalus cultivada sob estresse de Cd, Cu e Zn.

MATERIAL E METODOS

Condicdes de crescimento e tratamentos

Estacas apicais de M. leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore, com
aproximadamente 15 cm de comprimento foram obtidas da colecdo de plantas
medicinais e aromaticas do Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS), Feira de Santana, Bahia. Apos a coleta as estacas foram imediatamente
transferidas para bandejas plasticas contendo seis litros da solucdo nutritiva completa de
Hoagland e Arnon (1950) e mantidas em estufa agricola (Figura 1A e 1B). O pH da
solucéo foi ajustado em 6,0 + 0,2, sendo monitorado diariamente e corrigido com HCI
ou NaOH. Vinte dias ap6s a instalacdo das plantas no sistema hidropdnico foram
iniciados os tratamentos: controle (0,0 uM de metal), Cd(NO3), (7,5 uM), CuSO, (15
UM) e ZnSO, (75 uM). Estas concentracfes foram definidas em ensaio preliminar, com
base no nivel de danos aos tecidos. As solugbes nutritivas foram renovadas
semanalmente e 0 volume completado diariamente com agua destilada. O sistema foi
mantido sob aeracdo intermitente (15 minutos a cada trés horas) por meio de
compressor de ar acoplado a um temporizador. As plantas permaneceram nestas
condicdes durante 30 dias.

Aos 30 dias apds a aplicacdo dos tratamentos com metais as plantas foram
colhidas e separadas em folhas, caules e raizes. Em seguida, o material vegetal foi
acondicionado em sacos de papel e transferido para estufa com circulacdo forcada de ar
(65 °C) até peso constante, para determinacdo das massas secas das folhas (MSF), caule
(MSC) raizes (MSR). Adicionalmente, material fresco de folhas e raizes foi coletado,
congelado em nitrogénio liquido e liofilizado para posterior estimativa da atividade das
enzimas peroxidases do ascorbato (APX) e do guaiacol (GPX) e da concentracdo de
malondialdeido (MDA), um dos produtos finais da peroxidacao lipidica.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com

cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida de 4 (quatro) plantas. Os resultados
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foram submetidos a andlise da variancia pelo teste F a 5% de probabilidade de erro e,
nos casos de significancia, realizou-se o teste de Tukey, utilizando o software estatistico
SISVAR (Ferreira, 2003)

Preparo dos extratos e determinacdo das atividades enzimaticas e de MDA

Aproximadamente 0,25 g de folhas e 0,1 g de raizes liofilizadas foram
homogeneizadas em almofariz e pistilo com 4 mL de tampédo de extracdo (tampéo de
fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,0, EDTA 0,1 mM). O homogeneizado foi filtrado
em tecido de musselina e centrifugado a 16000 x g durante 15 min. A fracéo
sobrenadante foi usada como extrato bruto para os ensaios das atividades enzimaticas e
peroxidacao lipidica. Todas as operacdes foram realizadas a 4 °C.

A atividade da APX (CE 1.11.1.1) foi determinada de acordo com Nakano e
Asada (1981). A mistura de reacdo (1,5 mL) foi formada por tampéo de fosfato (50 mM,
pH 6,0, EDTA 0,1 mM), ascorbato a 0,5 mM, H,0, a 1,0 mM e 50 pL de extrato. A
reacao foi iniciada pela adi¢do de H,0, e a oxidacdo do ascorbato foi medida a 290 nm
durante 1 min. A atividade a enzima foi expressa em pumol de ascorbato min™* g™ MS. A
atividade da GPX (CE 1.11.1.7) foi determinada como descrito por Urbanek et al.
(1991) em uma mistura de reacdo (2,0 mL) contendo tampéo fosfato (100 mM, pH 7,0,
EDTA 0,1 M), guaiacol a 5,0 mM, H,O, a 15 mM e 50 pL de extrato. A reacdo foi
iniciada pela adi¢do do extrato e o aumento da absorbancia a 470 nm foi monitorado
durante 1 min. A atividade da enzima foi expressa em pmol de tetraguaiacol min™ g*
MS.

A peroxidacdo lipidica foi determinada medindo-se a quantidade de MDA
produzida pela reacdo do &cido tiobarbitarico, como descrito por Heath e Packer (1968).
O extrato bruto foi misturado com o mesmo volume de uma solucdo de acido
tiobarbitarico a 0,5% (m/v) contendo acido tricloroacético a 20% (m/v). A mistura foi
aquecida a 95 °C durante 30 min e, em seguida, resfriada rapidamente em banho de
gelo. A mistura foi centrifugada a 3000 x g durante 10 min e a absorbancia do
sobrenadante foi monitorada a 532 e 600 nm. Depois de se subtrair a absorbancia ndo
especifica (600 nm), a concentracdo de MDA foi determinada e os resultados expressos
como pumol MDA g™* MS. As determinacdes das atividades da APX, GPX e de MDA
foram realizadas utilizando um espectrofotbmetro modelo S 2000 UV-Vis (BEL
PHOTONICS do Brasil).
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Figura 1 - (A e B) Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore cultivada
hidroponia; (C) sonicacéo; (D e E) amostras de fenolicos e de flavonoides prontas para a
analise em especrofometro; (F) espectrofotobmetro modelo UV-1800 UV-VIS; (G)

cubetas contendo amostras para a leitura de fenolicos.
Determinacéo de fenois e de flavonoides totais

Para a determinacdo dos fenolicos e dos flavondides totais nos tecidos de M.
leucocephalus foi utilizado material seco e triturado de folhas, caules e raizes. A
preparacdo dos extratos foi realizada conforme descrito por Oliveira (2011). Em balanca
analitica, foram pesados 0,375 g de folhas e caules e 1,5 g de raizes. Estas amostras
foram transferidas para um baldo volumétrico de 50 mL, e o volume completado com
alcool etilico. Para potencializar a extracdo a mistura foi submetida a sonicagdo por 10
minutos (Figura. 1 C), sendo entdo filtrada por meio de papel filtro. Uma aliquota de 0,1
mL deste filtrado foi transferido para tubos de 5 mL, onde se adicionou 0,2 mL de

reativo de Folin-Ciocalteau e 1 ml de 4gua ultrapura. A mistura foi homogeneizada em
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vortex e posta em repouso protegida da luz durante 5 min. Apds este periodo foi
adicionado 0,6 ml de solucdo de carbonato de sddio a 15% e o volume completado com
agua ultrapura. A mistura foi novamente homogeneizada em vortex e deixada em
repouso no escuro, desta vez por 90 min (Figura 1D). Em seguida, foram realizadas as
leituras em duplicata das absorbancias em espectrofotometro modelo UV-1800 UV-Vis
(Shimadzu Corp., Téquio, Japdo) a 750 nm (Figura 1F e 1G). O acido géalico foi
utilizado como padréo e as concentracfes de 2; 5; 10; 15 e 20 ug/mL foram empregadas
para a construcdo da curva de calibracdo. A partir da equacdo da reta obtida foi
calculado o do teor de fendlicos totais, expresso em mg de acido galico/g de amostra.
Para a determinacdo dos flavondides totais 1,5 mL do extrato foi transferido para
tubos de 5 mL, adicionando-se 0,1 mL de solugcdo metandlica de cloreto de aluminio 5%
e 3,4 ml de solucdo metandlica de &cido acetico 5%. Esta mistura foi posta em repouso
por 30 minutos (Figura 1E ) e, em seguida, procedeu-se a leitura da absorbancia no
espectrofotdmetro modelo UV-1800 UV-VIS (Shimadzu Corp., Toquio, Japdo) em 425
nm. A curva padrdo de absorbancia no ultravioleta, em 420 nm, foi obtida a partir de
diluicBes da solucdo de quercetina a 1 mg/ml, resultando nas concentragdes de 10,0; 5,0;

2,5;1,25; 0,5 ug/mL. Os resultados foram expressos em mg de quercetina/g de amostra.

RESULTADOS

A concentracdo de fenolicos totais das plantas de M. leucocephalus submetidas
ao estresse por Cd, Cu e Zn variou conforme o tipo de metal e parte da planta analisada
(Figura 2). Assim, nas raizes expostas ao Cd, Cu e 0 Zn os niveis destes compostos
foram diminuidos em 30, 33 e 60%, respectivamente (Figura 2). Ja nas plantas
submetidas aos tratamentos com Cu e Zn a concentracdo destas substancias ndo foi
alterada nas folhas, enquanto que, nos caules, ocorreu uma diminuicdo (22 e 17%,
respectivamente). Por outro lado, o estresse por Cd provocou aumento de 63% na
concentracdo de fendlicos totais de nas folhas e 30% nos caules, em relacdo as plantas
controle (Figura 2).

A concentracdo dos flavonoides totais também foi alterada pelo estresse por
metais (Figura 2). Nas folhas das plantas submetidas ao estresse por Cd, Cu e Zn
verificou-se uma reducdo de 10, 13 e 17%, respectivamente. Nas raizes das plantas
submetidas a estes metais a reducdo nos teores de flavondides foram ainda mais

significativas, sendo 51 (Cd), 27 (Cu) e 58% (Zn) menor em relagdo ao tratamento
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controle (Figura 2). A concentracdo destas substancias também foi menor nos caules
dos espécimes estressados por Cu e Zn, resultando, em ambos 0s casos, numa redugdo
aproximada de 32%. Entretanto, as plantas estressadas por Cd ndo apresentaram
alteracOes na concentracdo dos flavondides totais no caule.

Os resultados obtidos demonstram que o0 excesso de metais na solugéo nutritiva
provocou alteragdes na atividade da enzima GPX em M. leucocephalus (Figura 3). A
exposicdo da planta as solugdes com Cu e Zn provocou um aumento expressivo na
atividade desta enzima em ambas as partes analisadas desta espécie. Em comparacao
com plantas controle, os respectivos aumentos foram de aproximadamente 5 e 9 vezes
nas folhas e 4 a 5 vezes nas raizes dos espécimes submetidos aos tratamentos com 0s
metais. Nas folhas de plantas expostas ao Cd também foi verificado um forte aumento
na atividade da GPX (15 vezes acima do controle). Por outro lado, nas raizes de plantas
expostas a este metal ndo foi verificado alteracdo na atividade da enzima (Figura 3).

A atividade da enzima APX ndo sofreu alteragbes nos espécimes de M.
leucocephalus cultivados em meio com Cu. Entretanto, os resultados demostraram que a
atividade desta enzima foi diminuida nas folhas das plantas expostas ao Cd (35%) e
aumentada nas raizes das plantas submetidas ao estresse de Zn (47%) (Figura 3). O
estresse provocado pelos metais aumentou os niveis de MDA tanto nas folhas quanto
nas raizes de M. leucocephalus, sendo 40, 26 e 74% maior nas folhas e 39, 39 e 44,5%
maior nas raizes das plantas expostas Cd, Cu e ao Zn, respectivamente, em relacdo ao

resultado verificado nas plantas controle (Figura 3).
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Figura 2 — Concentracdo de fendlicos e de flavondides totais em folhas, caules e raizes de plantas de Marthiantus leucocephalus (Mart. ex
Benth.) J.F.B. Pastore nas condicdes controle (C) e submetidas a estresse por Cd (7,5 mmol L™), Cu (15 mmol L™) e Zn (75 mmol L™) em
sistema hidrop6nico. Feira de Santana, Bahia, 2014. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si conforme o teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro.
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Figura 3 — Concentracdo de malondialdeido (MDA) e atividade das peroxidases do
ascorbato (APX) e do guaiacol (GPX) em folhas e raizes de plantas de Marthiantus
leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore nas condicdes controle (C) e submetidas
a estresse por Cd (7,5 mmol L™), Cu (15 mmol L™) e Zn (75 mmol L™?) em sistema
hidrop6nico. Feira de Santana, Bahia, 2014. Médias seguidas pela mesma letra nao

diferem entre si conforme o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

DISCUSSAO

Diversos autores tém demonstrado que, geralmente, os compostos fendlicos séo
encontrados em maiores concentracdes nas folhas e nos caules das plantas (Martins et
al., 2011). Em concordancia com estas observacfes, 0s resultados deste trabalho

demonstraram que 0s maiores teores destes compostos foram encontrados nas partes
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aereas de M. leucocephalus. Recentemente, Tusevski et al. (2014) quantificaram as
concentracdes de fendlicos e de flavondides em plantas medicinais tradicionalmente
utilizadas e, comparando-se os resultados obtidos nesse trabalho com os obtidos para
algumas Lamiaceas, verifica-se que a concentracdo de fendlicos e de flavondides foi
menor do que as verificadas em Salvia ringens Sibth. & Sm. (salvia), Origanum vulgare
L. (orégano) e Clinopodium vulgare L. (clinopddio). Entretanto, em relagdo a outras
ervas medicinais estudadas, as partes aéreas desta espécie apresentam maiores teores
das referidas substancias. Estas observagfes demonstram que M. leucocephalus
apresenta consideravel teor de fendlicos e de flavondides nas partes aéreas, podendo ser
caracterizada como uma potencial fonte para a obtengdo destes compostos.

Com relacdo ao efeito do estresse por metais tragos sobre a concentracdo dos
fendlicos, os resultados obtidos mostraram que apenas o Cd provocou aumento nos
teores desses compostos nas folhas e nos caules dos espécimes de M. leucocephalus.
Segundo Li et al. (2013), este metal pode influenciar positivamente a sintese de
compostos secundarios devido a ativacdo de sistemas bioquimicos anti-estresse, que
incluem a ativagdo de enzimas de vias biossintéticas associadas a estas substancias.
Contudo, o efeito do estresse sobre o metabolismo secundéario de plantas é dependente
de muitos atributos, incluindo o tipo e intensidade do fator, bem como da duracdo da
exposicdo, o que explica a diminuicdo na concentracdo destes compostos nas raizes das
plantas submetidas ao estresse por metais. Além disso, as regides estudadas, parte aérea
e raiz, apresentam diversificacdo quantitativa e qualitativa de compostos secundarios,
caracteres que também exercem influéncia nos resultados (Krdl et al., 2014).

Os resultados apontam uma reducéo significativa nos teores de flavonoides das
plantas submetidas ao estresse por metais (Figura 3). Os flavondides sdo descritos como
uma classe de fendlicos com uma consideravel capacidade para complexar metais. O
mecanismo envolvido no processo inclui a participacdo de duas hidroxilas ou carboxilas
da mesma molécula de flavonoide, ou ainda hidroxilas de pelo menos duas moléculas
de flavondides vizinhas (Tarahovsky et al., 2014). Desta forma, a quelacdo de céations
bivalentes, incluindo Cd, Cu e Zn tem sido marcadamente relatada (Lachman et al.,
2005; Mierziak, 2014; Tarahovsky et al., 2014). A formacdo destes complexos tanto
limita a participacdo dos ions metalicos na geracdo de radicais livres, quanto restringe a
presenca potencialmente toxica dos metais livres no interior do corpo vegetal (Lachman
et al., 2005). Assim, os resultados obtidos sugerem que os flavonoides sdo moléculas

bastante Uteis para a manutencdo das plantas expostas ao estresse por metais.
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A estimativa da atividade de peroxidases em plantas tem sido considerada como
um marcador bioquimico do estresse promovido pelos metais (Meisrimler et al., 2014).
Este fato esta associado ao papel destas proteinas na manutencdo do equilibrio entre a
producdo e a eliminacdo das EROS (Hassan e Mansoor, 2013). Desta maneira, 0s
resultados encontrados, com aumento da atividade da GPX nas folhas e da APX nas
raizes de plantas tratadas com o Zn, sugerem que 0s metais provocaram um aumento
dos niveis de EROS em M. leucocephalus. Além disso, o incremento da atividade da
GPX em todos os tratamentos confirma esta enzima como um biomarcador do estresse
por metais em M. leucocephalus. Ja a quantificacdo do malondialdeido (MDA) tem sido
frequentemente utilizada como indicador da peroxidacao lipidica e, consequentemente,
dos danos provocados pelos estresses abidticos nas membranas dos vegetais. A
aplicabilidade do MDA como marcador de peroxidacdo esta associada ao fato deste
composto ser um dos aldeidos reativos originados a partir da oxidacéo de &cidos graxos
poliinsaturados. Nesta perspectiva, e considerando que 0s niveis de MDA foram
superiores em todos os tratamentos com metais, independentemente das partes avaliadas
em plantas de M. leucocephalus, sugere-se que a peroxidagdo lipidica € um sintoma
provocado pelo estresse de Cd, Cu e Zn, corroborando, em parte, com 0s resultados
verificados para a atividade das enzimas APX e GPX.

O conjunto de eventos encontrados neste trabalho suporta a hipdtese de que 0s
compostos fenolicos séo moléculas importantes para as plantas submetidas ao estresse
por metais. Entretanto, deve-se considerar que o sistema antioxidante das plantas é
complexo e envolve muitas moléculas e enzimas (Mittler, 2002). Assim, a importancia
de um componente do sistema pode ser variavel dependendo de muitos fatores, como a
duracdo e intensidade do estresse (Racchi, 2013). Além disso, a observacdo de que os
metais exercem influencia na concentracdo de fendlicos e de flavondides pode indicar
que estas substancias e suas vias biossintéticas sdo importantes para as plantas durante
condicdes de estresse. Por outro lado, a demonstracdo de que o Cd induziu o aumento a
concentracdo de fendlicos totais sugere uma possibilidade de se estimular a producdo
destes compostos em M. leucocephalus. Contudo, novas investigacdes devem focar nas

demais classes de compostos fendlicos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta pesquisa permitem sugerir que 0 estresse por metais
influencia a producéo de volateis em M. leucocephalus. Entretanto, deve-se considerar
que este efeito depende da dose e do tipo de metal aplicados. Quando impostos em
doses relativamente elevadas, estes elementos provocam fortes danos no crescimento e
apesar de ndo reduzirem o teor de compostos volateis, podem limitar a produtividade da
espécie. Por outro lado, quando os estresses sdo aplicados em niveis relativamente mais
amenos, o Cd provoca um aumento na concentracdo compostos volateis e também de
fendlicos, capaz de compensar as perdas no crescimento. Estes resultados credenciam
este metal como um provavel eliciador para a producao destes metabolitos secundarios.

O Potencial de M. leucocephalus como espécie como fitoestabilizadora de Cd,
Cu e Zn em ambientes contaminados com estes metais também foi demonstrado. Neste
caso, apesar da espécie possuir baixa producdo de biomassa por espécime, uma elevada
densidade populacional (no cultivo) pode representar um papel efetivo na imobilizacao
de metais em ambientes contaminados.

Além disso, considerando que a sintese dos compostos secundarios implica em
uma demanda metabdlica adicional a condigcdo de estresse e que 0 estresse por metais
ndo prejudicou a biossintese, esta pesquisa sugere uma necessidade fisiologica para a

sua producdo.
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APENDICE A: Resumo das andlises de variancia referentes ao | capitulo

Al - Massa Seca das folhas (MSF), Massa Seca dos Caules (MSC), Massa Seca da Raiz (MSR), Massa Seca Total (MST), Suculéncia (Suc), teor
de 6leo (Oleo), concentracdo de cadmio (Cd) nas folhas (Cd F), nos caules (Cd C) e nas raizes (Cd R) de plantas de Martianthus leucocephalus
(Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore em condicdes controle e submetidas as doses de Cd (0 pmol L™, 15 umol L™, 30 umol L™, 45 pmol L™ e 60
pmol L).

Quadrado Médio
MSF MSC MSR MST TCR Suc Oleo CdF CdC CdR

FV GL

Tratamentos 4 33,7 11,77 2,77 103,87 0,003° 9,6 0,0004™ 11594~ 496567,3  30251375,6
Erro experimental 15 0,5 0,1 0,1 1,3 0,00006 0,1 0,0005 6,54 5935,6 39996,6
CV (%) 12 14 11,8 104 9 48 135 3,3 15,7 4.8
Média geral 58 23 3 11 008 75 0,2 77,2 490,3 4126,6

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. ns N&o significativo. FV: fonte de variacdo; GL: grau de liberdade; CV:
coeficiente de variagéo.

A Il - Massa Seca das folhas (MSF), Massa Seca dos Caules (MSC), Massa Seca da Raiz (MSR), Massa Seca Total (MST), Suculéncia (Suc) e
teor de o6leo (Oleo), concentracdo de cobre (Cu) nas folhas (Cu F), nos caules (Cu C) e nas raizes (Cu R) de plantas de Martianthus
leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore submetidas as doses de Cu (0 umol L™, 30 pmol L™, 60 pmol L™, 90 umol L™ e 120 pmol L™).

Quadrado Médio

FV GL

MSF MSC MSR MST TCR Suc Oleo CuF CuC CuR
Tratamentos 4 49,7 9,8 6,3 1546 0,008 19,5 0,006  3894,3" 10053 26902196
Erro 15 04 01 05 1,2 0,00006 0,1 0,0003 65 4.4 37635
CV (%) 126 94 12,4 10,8 10,35 6 8,81 8,67 8,49 8,43
Média geral 49 35 18 10 0,07 6,6 0,19 24 24,6 2302,4
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** significativo a 1% de probabilidade e ns ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F. FV: fonte de variagdo; GL: grau de liberdade;
CV: coeficiente de variagao.

92



Al - Massa Seca das folhas (MSF), Massa Seca dos Caules (MSC), Massa Seca da Raiz (MSR), Massa Seca Total (MST), Suculéncia (Suc) e
teor de 6leo (Oleo), concentracdo de zinco (Zn) nas folhas (Zn F), nos caules (Zn C) e nas raizes (Zn R) de plantas de Martianthus leucocephalus
(Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore submetidas as doses de Zn (0 umol L™, 150 pmol L™, 300 umol L™, 450 pmol L™ e 600 pmol L™).

FV GL Quadrado Médio

MSF MSC MSR MST TCR Suc Oleo ZnF ZnC ZnR
Tratamentos 4 56 127 6,4 178 0,017 15 0,017 1766487 212682° 125022454
Erro 15 0,2 0,04 004 0,7 000003 01 00003 1818 2321 1407715
CV (%) 10,8 9,3 12 10 10,7 54 74 4 4 16
Média geral 4 23 17 8 005 66 02 1061 1305 7227

** significativo a 1% de probabilidade e " ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F. FV: fonte de variacdo; GL: grau de liberdade;
CV: coeficiente de variacao.
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APENDICE B: Resumo das analises de variancia referentes ao Il capitulo

B | - Compostos volateis majoritarios de plantas de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore em condi¢cdes controle, e

submetidas a estresse por cadmio (7,5 mmol L™), cobre (15 mmol L™) e zinco (75 mmol L™) em sistema hidrop6nico. Feira de Santana, Bahia,
2014.

Quadrado Médio

Fv GL deFi(')scr)chl)itnoila E-cariofileno Germacreno Viridifloreno Espatulenol Oxido de Cariofileno a-muurolol
Tratamentos 3 5,2" 6,4" 1,3™ 2,9 0,8™ 14" 0,6™
Erro 16 9,1 8 15 5 1 13 1,2
CV (%) 16,1 27,4 33 36,6 21,7 42,2 13
Média geral 18,8 10,4 3,7 6,1 4,7 8,6 8,5
ns N&o significativo. FV: fonte de variacdo; GL: grau de liberdade; CV: coeficiente de variagéo.
B Il - Concentragbes dos macronutrientes potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), fosforo (P) e enxofre (S) nas plantas de Martianthus

leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore em condicdes controle, e submetidas a estresse por cadmio (7,5 mmol L™), cobre (15 mmol L?) e
zinco (75 mmol L) em sistema hidroponico.Feira de Santana, Bahia, 2014.

Quadrado Médio
Fv GL K Ca Mg P S
PA R PA R PA R PA R PA R
Tratamentos 3 2873,2" 81027 1651,5™ 900,3™ 206,5™ 1239,4™ 5749,2" 12790  3021,5 513,2™
Erro 16 5667,5 12300 647,1 5415 73,2 2390 386,6 2997,2 138,66 1800
CV (%) 11,7 17 11,2 16 4,32 13,9 12,37 19 8,6 15,2
Média geral 640,6 654 2269  144,7 198 351,7 159 287,5 1362  278,7

** Significativo ao nivel de 1% e * significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. ns Nao significativo. FV: fonte de variacdo; GL: grau de liberdade; CV:
coeficiente de variacdo; PA: parte aérea; R: raiz.
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B Il - Concentragbes dos micronutrientes cadmio (Cd), cobre (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe) e manganés (Mn) nas plantas de Martianthus

leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore em condicdes controle, e submetidas a estresse por cadmio (7,5 mmol L™), cobre (15 mmol L™) e
zinco (75 mmol L™) em sistema hidropdnico.Feira de Santana, Bahia, 2014.

Quadrado Médio
FV GL Cd Cu Zn Fe Mn
PA R PA R PA R PA R PA R
Tratamentos 3 0,05 51 0,006 7,5° 53 117,3° 05 380 0,027 02"

Erro 16 0,0002 0,2 0,00006 0,07 004 02 003 43 0,002 0,03
CV (%) 22 26,2 5,2 15 18 143 108 10,2 6,7 117
Meédia geral 006 17 0,1 1,8 1 3,4 18 64 0,6 15

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. ns N&o significativo. FV: fonte de variacdo; GL: grau de liberdade; CV: coeficiente de variacéo;
PA: parte aérea; R: raiz.

B IV - Massa Seca da Parte Aérea (MSPA), Massa Seca da Raiz (MSR), Massa Seca Total (MST) e teor de 6leo (Oleo) de plantas de

Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore em condicdes controle e submetidas a estresse por Cd (7,5 mmol L™), Cu (15 mmol
L) e zn (75 mmol L™) em sistema hidropdnico.Feira de Santana, Bahia, 2014.

Quadrado Médio
FV GL MSPA MSR MST  Oleo
Tratamentos 3 128,55 3,7 1662 0,01

Erro 16 23,8 0,1 27,3 0,0008
CV (%) 12,4 6,4 11,6 14
Média geral 39,2 5,9 45 0,2

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. FV: fonte de variacdo; GL: grau de liberdade; CV: coeficiente de variacdo; PA: parte aérea;
R: raiz.
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APENDICE C: Resumo das andlises de variancia referentes ao 111 capitulo

C | — Atividade da Peroxidase do Guaiacol nas Folhas (GPX F) e nas Raizes (GPX R);
atividade da Peroxidase do Ascorbato nas Folhas (APX F) e nas Raizes (APX R); teor
de Malondialdeido nas folhas (MDA F) e nas Raizes (MDA R) de Martianthus
leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore em condi¢des controle, e submetidas a
estresse por cadmio (7,5 mmol L™), cobre (15 mmol L™) e zinco (75 mmol L) em
sistema hidroponico.Feira de Santana, Bahia, 2014.

= GL Quadrado Médio
GPXF GPXR APXF APXR MDAF MDAR
Tratamentos 3 0,27 22580° 0,020 0,1 0,006 0,003

Erro 16 0,004 54 0,0003 0,01 0,0002 0,0006
CV (%) 22,5 8,7 34 17 9,8 14,7
Média geral 0,3 84,4 0,05 0,7 0,15 0,2

** Significativo ao nivel de 1%. FV: fonte de variagdo; GL: grau de liberdade; CV:
coeficiente de variacdo; PA: parte aérea; R: raiz.

C Il — Concentragé@o de Fenolicos nas Folhas (Fen F), caules (Fen C) e nas Raizes (Fen
R); concentracdo de Flavonoides nas Folhas (Fla F), nos caules (Fla C) e nas Raizes
(Fla R), de Martianthus leucocephalus (Mart. ex Benth.) J.F.B. Pastore em condicGes
controle, e submetidas a estresse por cadmio (7,5 mmol L™?), cobre (15 mmol L™) e
zinco (75 mmol L) em sistema hidroponico.Feira de Santana, Bahia, 2014.

FV GL Quadrado Médio

Fen F FenC FenR FlaF FlaC FlaR
Tratamentos 3 1034,3** 1819** 2,07** 0,8** 0,8** 0,01**

Erro 16 92,7 92,7 0,1 0,08 05 0,0007
CV (%) 17,4 9,26 20,3 56 10,7 18,7
Meédia geral 41,7 78,4 1,8 5 2,03 0,1

** Significativo ao nivel de 1%. FV: fonte de variacdo; GL: grau de liberdade; CV:
coeficiente de variacdo; PA: parte aérea; R: raiz.
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APENDICE D

Constituintes quimicos do 6leo essencial de M. leucocephalus (Mart. Ex Menth.) J.F.B.
Pastore cultivada na Unidade Experimental Horto Florestal, Feira de Santana, Bahia, em
condi¢cdes controle. Klj= indice de Kovats da literatura; 1K = indice de Kovats

calculado.
Composto IKit 1K calc 1 2 3 4 5
% % % % %
o-pineno 939 939 t t t t t
canfeno 954 954 t t t t t
sabineno 975 977 t 0,2 t t t
3-octanona 979 088 t t t t t
[3-mirceno 990 992 t 0,3 0,3 t t
d-3-careno 1011 1011 t t t t t
limoneno 1029 1029 t t t t t
menta-2,4(8)-dieno 1088 1089 t t t t t
terpinoleno 1088 1097 t t t t t
oxido de limoneno, cis 1136 1135 0,8 1,3 1,1 1,0 1,0
mircenona 1149 1150 t t t t t
borneol 1169 1175 0,5 0,5 0,5 0,6 0,8
formiato de isobornila 1239 1229 21,0 28,4 19,9 15,5 15,3
acetato de bornila 1288 1285 3,2 3,4 2,5 2,0 2,1
carvacrol 1299 1298 t t t t t
[3-bourboneno 1388 1392 t t t t t
[-elemeno 1390 1392 t t t 0,3 0,4
E-cariofileno 1419 1422 6,0 51 8,2 10,9 13,8
a-humuleno 1454 1456 1,3 1,1 1,7 2,3 2,9
cadina-1(6),4-dieno, cis 1463 1465 t t t 0,5 0,4
germacreno D 1485 1482 1,9 2,0 2,9 2,7 55
viridifloreno 1496 1497 3,2 3,0 52 4.8 10,1
B-bisaboleno 1505 1508 0,7 0,6 0,9 1,0 1,2
y-cadineno 1513 1515 1,8 1,7 1,9 2,0 1,7
cis-calameneno 1529 1524 0,4 0,3 0,3 0,4 0,5
espatulenol 1578 1579 6,8 5,8 5,6 4,3 2,9
oxido de cariofileno 1583 1584 14,8 12,8 12,2 7,6 4.4
epoxido de humuleno 11 1608 1610 2,2 1,8 1,7 1,0 0,6
1,10-di-epi-cubenol 1619 1616 2,1 1,8 1,8 2,0 1,7
o-muurolol 1646 1642 8,8 7,8 7,9 8,1 7,3
a-bisabolol 1685 1687 0,6 0,4 0,4 0,4 t
Total identificados 76,0 78,3 75 67,4 72,6
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APENDICE E

Constituintes quimicos do 6leo essencial de M. leucocephalus (Mart. Ex Menth.) J.F.B.
Pastore cultivada na Unidade Experimental Horto Florestal, Feira de Santana, Bahia,
sob estresse por Cd. Klji= indice de Kovats da literatura; 1K = indice de Kovats

calculado.
Composto IKit 1K calc 1 2 3 4 5
% % % % %
o-pineno 939 939 t t t t t
canfeno 954 954 t t t t t
sabineno 975 977 t t t t t
3-octanona 979 088 t t t t t
[3-mirceno 990 992 t t t t t
d-3-careno 1011 1011 t t t t t
limoneno 1029 1029 t t t t t
menta-2,4(8)-dieno 1088 1089 t t t t t
terpinoleno 1088 1097 t t t t t
oxido de limoneno, cis 1136 1135 1,2 0,8 1,1 0,9 1,0
mircenona 1149 1150 t t t t t
borneol 1169 1175 0,8 0,6 0,6 0,6 0,5
formiato de isobornila 1239 1229 16,1 19,5 17,7 18,3 17,5
acetato de bornila 1288 1285 2,4 2,6 2,3 2,6 2,5
carvacrol 1299 1298 t t t t t
[3-bourboneno 1388 1392 t t t t t
[-elemeno 1390 1392 0,3 t t 0,3 0,2
E-cariofileno 1419 1422 13,1 9,3 12,1 11,6 10,6
a-humuleno 1454 1456 2,7 2,0 2,4 2,6 2,2
cadina-1(6),4-dieno, cis 1463 1465 0,4 0,3 0,3 0,5 0,2
germacreno D 1485 1482 5,0 3,5 4,6 4,2 3,9
viridifloreno 1496 1497 8,7 5,6 7,4 7,0 6,5
B-bisaboleno 1505 1508 1,5 1,1 1,3 1,3 1,2
y-cadineno 1513 1515 1,8 2,2 2,2 2,4 2,3
cis-calameneno 1529 1524 0,4 0,4 0,4 0,5 0,5
espatulenol 1578 1579 4,0 5,0 3,8 3,6 4,9
oxido de cariofileno 1583 1584 4,5 9,5 4,3 55 8,2
epoxido de humuleno 11 1608 1610 0,7 1,4 0,6 0,8 1,2
1,10-di-epi-cubenol 1619 1616 1,6 2,1 1,9 2,1 2,1
o-muurolol 1646 1642 7,1 9,5 8,6 9,2 9,1
a-bisabolol 1685 1687 0,3 0,4 0,3 0,3 t
Total identificados 72,6 75,8 71,9 74,3 74,6
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APENDICE F

Constituintes quimicos do 6leo essencial de M. leucocephalus (Mart. Ex Menth.) J.F.B.
Pastore cultivada na Unidade Experimental Horto Florestal, Feira de Santana, Bahia,
sob estresse por Cu. Klji= indice de Kovats da literatura; 1K = indice de Kovats

calculado.
Composto IKit 1K calc 1 2 3 4 5
% % % % %
o-pineno 939 939 t t t t t
canfeno 954 954 t t t t t
sabineno 975 977 t t t t t
3-octanona 979 088 t t t t t
[3-mirceno 990 992 t t t t t
d-3-careno 1011 1011 t t t t t
limoneno 1029 1029 t t t t t
menta-2,4(8)-dieno 1088 1089 t t t t t
terpinoleno 1088 1097 t t t t t
oxido de limoneno, cis 1136 1135 0,9 0,7 1,0 1,6 1,0
mircenona 1149 1150 t t t t t
borneol 1169 1175 0,4 0,6 0,5 0,8 0,8
formiato de isobornila 1239 1229 19,0 18,0 20,6 17,6 15,3
acetato de bornila 1288 1285 2,5 2,5 2,7 2,5 2,1
carvacrol 1299 1298 t t t t t
3-bourboneno 1388 1392 t t t t t
[-elemeno 1390 1392 t t 0,3 0,3 0,4
E-cariofileno 1419 1422 9,1 5,6 10,0 12,9 13,8
a-humuleno 1454 1456 1,9 1,2 2,1 2,6 2,9
cadina-1(6),4-dieno, cis 1463 1465 0,3 t 0,3 0,5 0,4
germacreno D 1485 1482 3,2 1,6 3,7 4.8 55
viridifloreno 1496 1497 53 2,6 6,1 8,0 10,1
B-bisaboleno 1505 1508 1,0 0,8 1,0 1,1 1,2
y-cadineno 1513 1515 2,0 2,0 1,9 2,0 1,7
cis-calameneno 1529 1524 0,4 0,3 0,4 0,4 0,5
espatulenol 1578 1579 4,9 5,7 4,9 4,3 2,9
oxido de cariofileno 1583 1584 11,5 14,5 10,8 4,9 4.4
epoxido de humuleno 11 1608 1610 1,6 1,9 1,4 0,7 0,6
1,10-di-epi-cubenol 1619 1616 2,2 2,3 1,7 1,7 1,7
o-muurolol 1646 1642 9,1 11,0 7,3 7,7 7,3
a-bisabolol 1685 1687 0,4 0,6 0,3 0,3 t
Total identificados 75,7 71,9 77 74,7 72,6
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APENDICE G

Constituintes quimicos do 6leo essencial de M. leucocephalus (Mart. Ex Menth.) J.F.B.
Pastore cultivada na Unidade Experimental Horto Florestal, Feira de Santana, Bahia,
sob estresse por Zn. Klji;= indice de Kovats da literatura; 1K = indice de Kovats

calculado.
Composto IKit 1K calc 1 2 3 4 5
% % % % %
o-pineno 939 939 t t t t t
canfeno 954 954 t t t t t
sabineno 975 977 t t t t t
3-octanona 979 088 t t t t t
[3-mirceno 990 992 t t t t t
d-3-careno 1011 1011 t t t t t
limoneno 1029 1029 t t t t t
menta-2,4(8)-dieno 1088 1089 t t t t t
terpinoleno 1088 1097 t t t t t
oxido de limoneno, cis 1136 1135 1,0 1,1 1,1 0,9 1,4
mircenona 1149 1150 t t t t t
borneol 1169 1175 0,4 0,6 0,2 0,6 0,5
formiato de isobornila 1239 1229 20,2 18,5 17,1 21,5 18,8
acetato de bornila 1288 1285 3,0 2,4 3,0 3,9 3,4
carvacrol 1299 1298 t t t t t
[3-bourboneno 1388 1392 t t t t t
[-elemeno 1390 1392 0,2 0,3 0,2 t 0,3
E-cariofileno 1419 1422 10,9 13,3 13,0 6,8 11,2
a-humuleno 1454 1456 2,4 2,8 2,8 1,4 2,3
cadina-1(6),4-dieno, cis 1463 1465 0,3 0,4 0,3 0,2 0,4
germacreno D 1485 1482 4,0 5,2 3,7 2,2 3,6
viridifloreno 1496 1497 6,3 7,7 6,0 3,2 6,2
B-bisaboleno 1505 1508 1,1 1,2 1,3 0,7 1,1
y-cadineno 1513 1515 2,1 2,0 2,0 1,8 2,1
cis-calameneno 1529 1524 0,4 0,4 0,4 0,3 0,5
espatulenol 1578 1579 5,2 4,3 5,7 55 4,4
oxido de cariofileno 1583 1584 8,6 51 7,9 13,2 6,5
epoxido de humuleno 11 1608 1610 1,3 0,7 1,0 1,9 1,0
1,10-di-epi-cubenol 1619 1616 2,1 1,2 1,9 2,1 2,0
o-muurolol 1646 1642 8,4 7,2 8,8 10,1 9,2
a-bisabolol 1685 1687 0,3 0,3 0,4 0,5 0,3
Total identificados 78,2 74,7 76,8 76,8 75,2
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