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RESUMO

A regido semiarida do Brasil é caracterizada por apresentar insuficiéncia hidrica e
chuvas mal distribuidas, fazendo-se necessario o uso da irrigacdo para aumento da
produtividade das culturas. Tal técnica, no entanto, tem gerado varios problemas
ambientais, principalmente a salinizacdo do solo que pode provocar diminuicdo
acentuada do crescimento, desenvolvimento e da produtividade das culturas. Ja existem
comprovacgdes na literatura que ocorre incremento de principios ativos em plantas que
sdo submetidas a estresses abidticos. Em funcdo disso, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a influéncia da salinidade no desenvolvimento e producdo de 6leos essenciais de
Lippia gracilis, que apresenta acdo antimicrobiana comprovada e conhecida
popularmente como alecrim de tabuleiro. O trabalho foi desenvolvido na casa de
vegetacdo do Departamento de Biologia da Universidade do Estado do Rio Grande do
Norte (UERN), utilizando-se plantas de L. gracilis obtidas pelo método de estaquia. As
plantas foram submetidas a cinco tratamentos de estresse salino 0 (controle); 25; 50; 75
e 100 mM de cloreto de sodio (NaCl), em Delineamento de blocos ao acaso. Cada bloco
foi representado pelos 5 tratamentos sendo estes constituidos por 9 parcelas e cada uma
delas constou de uma planta. O experimento teve duracdo de 40 dias com diferentes
periodos de coletas dos dados (20 e 40 dias). Foram avaliadas as seguintes variaveis:
Taxa de Crescimento Relativo (TCR); Biomassa seca da parte aérea e raiz; Teor relativo
de &gua e concentracdo de prolina nas folhas. Aos 40 dias folhas de cada tratamento
foram coletadas para analise da composi¢do quimica e rendimento do 0leo essencial. A
salinidade reduziu o teor de crescimento relativo (TCR) das plantas a partir dos 25 mM
de sal. N&o se observou diferenca significativa entre os tratamentos no que diz respeito
ao teor relativo de 4gua. Com relacao a prolina, verificou-se que aos 40 dias de estresse,
as plantas acumulavam prolina a partir dos 25 mM de NaCl. Na analise quimica do 0leo
essencial, ndo houve diferenca na concentragdo dos constituintes e nem no rendimento
em relacdo ao estresse salino, mas o carvacrol e o timol se destacaram como
constituintes majoritarios em todos os tratamentos analisados.



ABSTRACT

The semiarid region of Brazil is characterized by having insufficient water and poorly
distributed rainfall, making necessary the use of irrigation to increase crop productivity.
This technique, however, has raised various environmental problems, especially soil
salinization which can cause marked decrease in the growth, development and crop
yield. Already there is evidence in the literature that there is an increase of active
principles in plants that are subjected to abiotic stresses. As a result, the objective of this
study was to evaluate the influence of salinity on development and production of
essential oils from Lippia gracilis, popularly known as rosemary board with proven
antimicrobial. The study was conducted in the greenhouse of the Department of Biology
at the University of Rio Grande do Norte (UERN), using plants of L. gracilis obtained
by the method of cutting. The plants were subjected to five treatments of salt stress O
(control), 25, 50, 75 and 100 mM sodium chloride (NaCl) in Design of blocks. Each
block is represented by five treatments which are made of 9 parts each of which
consisted of one plant. The experiment lasted 40 days with different periods of sampling
data (20 and 40 days). We evaluated the following variables: Relative Growth Rate
(RGR), shoot dry biomass and root, relative water content and proline concentration in
leaves. At 40 days leaves from each treatment were collected for analysis of chemical
composition and yield of essential oil. Salinity reduced the level of relative growth
(RGR) of plants from 25 mM salt. There was no significant difference between
treatments with respect to the relative water content. With respect to proline, it was
found that the stress at 40 days, the plants accumulate proline from 25 mM NaCl. In the
analysis of the essential oil, there was no difference in the concentration of the
constituents and not on income in relation to salt stress, but the carvacrol and thymol
stood out as major constituents in all treatments.
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1 INTRODUCAO

O potencial produtivo e o rendimento de determinadas culturas séo fortemente
afetados pelas caracteristicas genotipicas apresentadas pelas mesmas, assim como a sua
interacdo com o ambiente. A resposta fisiolégica que uma cultura apresenta esta
atrelada as suas caracteristicas genéticas com os elementos do ambiente € muito
significativa e aos efeitos do ambiente, interferindo na producdo de matéria seca, gréos
e metabdlitos. Dentre os fatores ambientais, a presenca de sais no solo e na agua de
irrigacdo merece destaque, pois podem influenciar diretamente no crescimento e na
producdo vegetal, principalmente quando se considera as condi¢des climaticas nas quais
a cultura esté inserida (HAYES et al., 2003; STANEV, 2010; BASER, 2010).

A salinizagdo é um dos fendmenos crescentes em todo o mundo, principalmente
em regides aridas e semiaridas, decorrente de condi¢cdes climaticas e da agricultura
irrigada (SAIRAM & TYAGI, 2004). A adicdo de fertilizantes via dgua de irrigacéo
quando utilizada sem nenhuma forma de manejo, torna-se um contribuinte intenso para
0 aumento de areas com altas concentracdes salinas (LIMA JUNIOR & SILVA, 2010).

A FAO adverte que aproximadamente 50% dos 250 milhdes de hectares
irrigados no mundo ja apresentam problemas de salinizacdo e saturacao do solo e que 10
milhdes de hectares sdo abandonados anualmente em virtude desses problemas (LIMA
JUNIOR & SILVA, 2010).

Os efeitos imediatos da salinidade sobre as plantas sdo: diminuicdo do potencial
osmotico, desbalanceamento nutricional devido a elevada concentracdo ibnica e a
toxicidade de alguns ions, particularmente o cloro e sodio (MUNNS, 2002; FLOWERS,
2004; WILLADINO & CAMARA, 2010). Mais tardiamente, a salinizacdo dos solos
resulta na reducédo do acumulo de fitomassa, principalmente devido ao custo metabolico
de energia associado as adaptacfes da condicdo de estresse salino, incluindo: a sintese
de solutos organicos para osmorregulacdo e/ou protecdo de macromoléculas,
manutencdo da integridade das membranas e a regulacdo do transporte e distribuicéo
ibnica em varios orgdos e dentro das células (WILLADINO & CAMARA, 2004;
WILLADINO et al., 2011). O aumento da pressdo osmotica da solucdo do solo e a
reducdo da infiltracdo da agua no mesmo resultam em limitacdo desse recurso para as
plantas (TAIZ & ZEIGER, 2009).
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A quantidade limitada de agua tem um efeito negativo sobre o crescimento e
desenvolvimento da maioria das espécies vegetais. Entretanto, a deficiéncia hidrica e
outros estresses abidticos, muitas vezes tem se mostrado positiva, influenciando o
acumulo de constituintes ativos em espécies medicinais, arométicas e condimentares
(GLOBO-NETO & LOPES, 2007). Esse fato torna-se positivo para regifes semiaridas
submetidas a estresses abioticos, pois alia o cultivo de espécies resistentes a producéao
de metabdlitos de importancia econémica. Em plantas herbaceas e arbustivas, por
exemplo, o contelldo de compostos terpénicos tende a aumentar sob condigcdes de
estresse, principalmente quando cultivadas sob deficiéncia hidrica moderada (LIMA et
al., 2003; GLOBO-NETO & LOPES, 2007; TAARIT et al., 2010).

Dentre os compostos quimicos de importancia econdmica, 0s dleos essenciais se
destacam. Esses compostos caracterizam-se por serem volateis e estarem envolvidos nas
interagfes animal-planta, planta-micro-organismo e planta-planta, com a finalidade de
sobrevivéncia e/ou manutencao do vegetal, conferindo a ele capacidade de adaptacdo as
condicdes do meio em que vive (CASTRO et al., 2008).

Os oleos essenciais de espécies da flora medicinal da Caatinga apresentam-se
como uma fonte promissora de novos antimicrobianos, pois esse bioma com suas
peculiaridades climaticas proporciona um incremento na biossintese de 6leos essenciais.
Na maioria das vezes 0s 6leos essenciais apresentam aumento em seu teor quando as
plantas produtoras se encontram em ambientes com temperaturas elevadas (MORAIS,
2009).

Na medicina tradicional nordestina, espécies pertencentes ao género Lippia
(Verbenaceae) sdo bastante utilizadas e dentre essas espécies, Lippia gracilis Schauer se
destaca. Essa espécie € um arbusto nativo da Caatinga e produz um 6leo essencial com
proporcbes variaveis de fitoquimicos antimicrobianos de acdo comprovada
(ALBUQUERQUE et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008; NETO et al., 2010).

Informacdes sobre o efeito de condicdes ambientais na producdo de metabolitos
secundarios de plantas provém principalmente de esforcos da pesquisa para maximizar a
producdo de constituintes ativos de espécies medicinais e aromaticas (LAS, 2009). No
entanto sdo poucos o0s trabalhos referentes ao efeito do estresse salino em plantas com
potencial medicinal, principalmente em relacdo aos produtos do metabolismo
secundario (SILVA et al., 2002). Portanto, a descoberta de novas possibilidades de

cultivo de plantas nativas adaptadas as condigdes de elevadas concentragdes de sais no
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solo e que mantenham seus metabolitos potencialmente ativos, abre perspectivas para
pequenos produtores da regido local, ao cultivo de espécies com potencial econdémico a

baixos custos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito do estresse salino no crescimento, na producdo e na qualidade
do 6leo essencial de Lippia gracilis Schauer.

2.2 Objetivos Especificos

e Quantificar matéria seca total e teor relativo de agua das plantas de L. gracilis,
submetidas a diferentes concentrac6es de solucdo salina, em diferentes periodos;

e Auvaliar a taxa de crescimento relativo das plantas submetidas a salinidade;

e Auvaliar o contetdo de prolina nas plantas submetidas ao NaCl;

e Analisar a composicdo quimica e o rendimento do 0leo essencial de L. gracilis.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Caracterizacdo do bioma Caatinga

A palavra caatinga, na lingua indigena, significa “mata branca” ou “floresta branca”
e essa denominacdo se deve a coloracdo branca e ao aspecto reluzente dos troncos dos
arbustos que perdem suas folhas durante a estagdo seca. E um bioma unicamente brasileiro
que esté localizado em um dominio de climas semiaridos e que apresenta grande variedade
de paisagens e relativa riqueza biolégica. Comumente a caatinga € descrita como um
ecossistema pobre, mas o que se V& sdo inimeros estudos que descrevem e demonstram as
riquezas e potencialidades deste bioma. Tais potencialidades transformam-na em um
laboratério para estudos e pesquisas nos mais diversos campos. Na regido Nordeste do
Brasil, o bioma Caatinga é o principal ecossistema. Ele se estende numa éarea de
73.683.649 ha, que equivale a 6,83% do territério nacional (IBAMA, 2011; LEAL et al.,
2005).

Ha muitas evidéncias de que a flora da Caatinga € rica em plantas medicinais,
entretanto, o valor farmacologico dessas plantas ndo tem sido avaliado na sua profundidade
e na forma correta. Por esse motivo € importante o desenvolvimento de pesquisas que
possam sanar tais deficiéncias, criando incentivos que proporcionam o desenvolvimento
das potencialidades das espécies de plantas da Caatinga, que sdo conhecidas pelo uso da
populacdo local (DRUMOND et al., 2004).

3.2. Problemas da salinizacao dos solos no semiarido

A escassez dos recursos hidricos nas regides aridas e semiaridas envolve aspectos
quantitativos e qualitativos, causando restricGes de uso para 0 consumo humano, animal e
irrigacdo (MEDEIROS et al., 2003). Aliado a isto, no semiarido a pluviosidade baixa e a
evapotranspiracdo elevada contribuem decisivamente para o agravamento da salinizacao
dos solos (VIEGAS et al., 2001). Estima-se que 20% das terras cultivadas no mundo e
aproximadamente metade das terras irrigadas estejam afetadas por sais (SAIRAM &
TYAGI, 2004).

Os elementos encontrados na agua de irrigacdo e que mais comumente causam

problemas de toxidez as plantas sdo os ions cloro, sédio e boro (BERNARDO et al., 2006).
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A magnitude do problema depende da concentracdo do ion na agua de irrigacdo, da
sensibilidade da cultura ao ion, da demanda evapotranspiratoria da regido e do método de
irrigacdo em uso. Estes ions geralmente acumulam-se nas folhas, causando problemas de
clorose e queima dos tecidos, reduzindo a produgdo vegetal ou mesmo chegando a
culminar na morte da planta, quando o seu acimulo é muito elevado (MELO et al., 2001).

No Brasil as areas salinas localizam-se principalmente na regido Nordeste ou mais
especificamente nos perimetros irrigados, que perfazem 57% da éarea total da regido
semiarida. Segundo Ribeiro et al (2009), com base no mapa de solos do Brasil, 0s solos
salinos e sddicos ocupam cerca de 160.000 km? ou 2% do territério nacional. Além das
irrigadas, outras areas afetadas pela salinidade sdo as localizadas proximas de salinas e em
torno de atividade da carcinicultura. Ferreira et al. (2008) relataram em trabalhos sobre a
influéncia da carcinicultura na salinizacdo do solo em areas do municipio de Guamaré/RN,
que plantas nativas da regido estdo morrendo devido ao aumento da salinidade residual da
agua e degradacédo do meio ambiente.

Atualmente, o Estado do Rio Grande do Norte destaca-se como principal produtor
de meldo, tanto em area cultivada como em rendimento, e suas principais areas de cultivo
estdo concentradas proximo a faixa litoranea, mesmo com altos niveis de sais no solo e na
agua de irrigacdo. Entretanto, os produtores da regido continuam utilizando aguas de
salinidade variavel para irrigacdo do meloeiro, pois a redugdo no tamanho dos frutos tem
colaborado para a melhoria da qualidade dos mesmos, devido ao aumento no teor de
acucares e na resisténcia pés-colheita, para exportacdo (SILVA et al.; 2007).

Embora, a salinizacdo do solo venha a beneficiar a cultura do meldo no Estado do
Rio Grande do Norte, é imprescindivel ainda que se desenvolvam estudos no sentido de
buscar espécies que mais se adaptem as condi¢des salinas dessa regido, de modo que areas
degradadas voltem a ser produtivas. A avaliacdo do comportamento de espécies arbdreas
em solos degradados, visando a escolha de plantas mais tolerantes aos sais, representa uma
alternativa viavel. Varias dessas espécies sdo de uso multiplo, fornecendo uma excelente
cobertura vegetal e apresentando sistemas radiculares profundos, que podem reduzir a
evaporacdo da adgua, aumentando a permeabilidade e a porosidade do solo (LEITE et al.;
2010).
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3.3. Influéncia da salinidade no metabolismo de espécies vegetais

Além do importante papel ecoldgico que as plantas desempenham juntamente
com 0s micro-organismos na ciclagem de nutrientes e recuperacdo de solos
(KENNEDY & DORAN, 2002), vérias espécies desempenham um papel importante no
desenvolvimento de novos medicamentos e, por muitos anos, elas tém sido utilizadas
como fontes de produtos naturais biologicamente ativos (CORDELL, 2000).

Atualmente estima-se que produtos naturais extraidos de plantas estejam
envolvidos no desenvolvimento de aproximadamente 1/3 de todas as novas drogas
prescritas (BRASIL, 2006). Dentre 0os compostos quimicos pesquisados na busca de
atividades bioldgicas, destacam-se 0s 0leos essenciais, 0s quais constituem um dos mais
importantes grupos de matérias primas para as industrias de alimentos, farmacéutica,
perfumaria e afins. Esses 0leos sdo constituidos por uma mistura complexa de diversas
classes de substancias, dentre elas os fenilpropandides, mono e sesquiterpenos, para 0s
quais € atribuida a atividade antimicrobiana de muitos Oleos essenciais (MORAIS,
2009).

O excesso de sais promove a retencdo de agua no solo, tornando-a cada vez menos
acessivel as plantas, além do efeito de alguns ions no protoplasma da célula (FREIRE et
al., 2010), desencadeando desordens nutricionais (HOLANDA et al.; 2007). No tocante a
morfologia das plantas, a salinidade reduz a taxa de crescimento, resultando em folhas
menores e em menor ndmero, em consequéncia disso, reduz a absor¢cdo de CO,
comprometendo o processo fotossintético (JACOBY, 1994; PARIDA & DAS, 2005). O
efeito osmotico causa distarbios funcionais e injurias, principalmente nas folhas, afetando
assim, o metabolismo das plantas. No entanto, o grau com que o estresse salino ird afetar
as plantas vai depender principalmente da tolerancia da cultura a salinidade, do manejo da
irrigacdo e adubacdo e dos fatores climaticos locais (MUNNS, 2005; SILVA et al., 2003).

Os 6leos essenciais séo sintetizados através do metabolismo secundéario das plantas,
que por sua vez, pode ser influenciado por fatores bioticos e abioticos. Esses volateis
produzidos pelas espécies da flora medicinal da caatinga apresentam-se como uma fonte
promissora de novos antimicrobianos, pois esse bioma com suas peculiaridades climaticas,
proporciona um incremento na biossintese de 6leos essenciais. Morais (2009) afirma que
na maioria das vezes, 0s Oleos essenciais apresentam aumento em seu teor quando as

plantas produtoras se encontram em ambientes com temperaturas elevadas.
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A salinidade afeta os constituintes basicos do metabolismo primério e algumas
espécies vegetais adaptam-se e sobrevivem a essa condicdo, produzindo osmorreguradores
importantes. Estudo feito por Sultana et al. (1999) mostra que os teores dos constituintes
bioquimicos de folhas de arroz, como pigmentos fotossintéticos, aclcares e proteinas, sdo
reduzidos pela salinidade, sendo esse efeito agravado pela prolongada duragdo de
exposicdo ao NaCl. O acumulo de aminodcidos livres, principalmente prolina, aumenta
devido a presenca de NaCl em comparagdo com as plantas crescidas em meio ndo salino
(LANGDALE et al., 1973; CAMARA et al.,1998). O acimulo de prolina é rapido e parece
ser uma adaptacdo ao estresse salino (BERTELI et al., 1995), defendendo os tecidos
vegetais contra estresse osmotico e/ou atuando como protetor enzimatico (SOLOMON et
al., 1994; LIU e ZHU, 1997). Informagdes sobre o efeito de condi¢cbes ambientais na
producdo de metabolitos secundarios de plantas provém principalmente de esforgos da
pesquisa para maximizar a producdo de constituintes ativos de espécies medicinais e
aromaticas (LAS, 2009).

3.4. Potencialidades medicinais do género Lippia

O género Lippia, € o segundo maior da familia Verbenaceae, xx foi descrito
primeiramente por Linnaeu no ano de 1753 (BRANDAO, 2003) e é constituido por muitas
espécies medicinais e aromaticas. Os maiores centros de dispersdo desse género
encontram-se nas Américas do Sul, Central e alguns pontos da Africa Tropical (VICCINI
et al., 2006), sendo os principais centros de diversidade especifica do género Lippia
localizados no México e no Brasil (OLIVEIRA et al.; 2007).

Segundo Troncoso (1974), o género Lippia apresenta habito arbustivo ou
subarbustivo (Figura 1C), caracterizado por apresentar folhas decussadas, geralmente com
indumento glandular, florescéncias parciais capituliformes ou espiciformes (Figura 1D),
congestas, axilares, bracteas membranaceas ou cartaceas, verdes ou coloridas, amarelas,
réseas ou vinaceas, ultrapassando ou ndo o comprimento das flores; flores sésseis, calice
comprimido, alado, induplicado, membranaceo, inconspicuo, persistente no fruto; corola
hipocraterimorfa, alva, résea, magenta, lildss ou amarelas, tubo reto ou curvo, limbo de
quatro a cinco lobados, labio superior ou adaxial lobado, labio inferior ou abaxial Unico,
dois lobos laterais; quatro estames; ovario monocarpelar, bilocular, ovulado e estigma

lateral. Possui fruto dividido na maturidade em dois mericarpos.
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O género apresenta aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e pequenas
arvores em trés centros de dispersdo, sendo o Brasil o maior deles, distribuindo-se no
cerrado e caatinga, com 111 espécies, onde se destacam por seu aspecto chamativo no
periodo da floracdo e por seu aroma forte e geralmente agradavel (PASCUAL, 2001;
TERBLANCHE; KORNELIUS, 1996; GOMES, 2009).

InGmeras espécies de Lippia sdo empregadas na medicina popular no tratamento de
diversas patologias e, como resultado, muitas tém sido investigadas do ponto de vista
farmacoldgico revelando importantes propriedades. L. alba (Mill.) N. E. Brown tem a¢édo
sedativa, antiespamddica, estomatica, anti-inflamatéria e antipirética (GOMES et al.,
1993); L. sidoides Cham e L. gracilis contem Oleo essencial cujos constituintes
majoritarios sdo timol e carvocrol, que conferem a esta planta forte acdo antimicrobiana
contra fungos e bactérias (COSTA et al., 2002); L. multiflora Moldenke tem ag&o contra a
malaria, no tratamento de hipertensdo e combate a sarna (VALENTIN et al., 1995); L.
dulcis Trevir é eficiente no tratamento da tosse e bronquite (COMPADRE et al., 1986).
Destas espécies, a L. alba (Mill.) N. E. Brown (erva cidreira ou falsa melissa) é a mais
conhecida e utilizada devido as suas propriedades medicinais (OLIVEIRA et al.; 2006).

No Nordeste do pais as espécies de Lippia sdo usadas na medicina popular para o
tratamento de resfriados, gripes, bronquites e tosse, além de disfungdes gastrointestinais ou
respiratorias e hipertensdo (PASCUAL et al., 2001). Em muitos casos, as partes usadas sao
as folhas e flores na forma de infusdo ou decocto administradas oralmente ou através de
emplastos (PASCUAL et al., 2001; LORENZI & MATOS 2002; OLIVEIRA et al.; 2006).

Algumas espécies de Lippia tém sido utilizadas também no reflorestamento de
areas mineradas, tais como Lippia origanoides H.B.K., que sdo utilizadas como espécie
pioneira em regibes de minério de ferro que foram desativadas ou abandonadas na
Venezuela (GUEVARA et al.; 2005).

Os principais constituintes quimicos encontrados nos 6leos essenciais das espécies
deste género sdo: limoneno, B-cariofileno, p-cimeno, canfora, linalol, a-pineno, carvacrol e
timol. Dentre 0s componentes ndo-volateis, foram registrados flavondides, naftoquinonas,
iridoides, alcaldides, triterpenos e saponinas (PASCUAL et al., 2001).

Os 06leos essenciais extraidos de plantas deste género tém revelado um perfil
quimico semelhante, com a presenca frequente dos componentes: limoneno, B-cariofileno,
p-cimeno, canfora, linalol, a-pineno e timol (GOMES, 2009). Santos & Innecco (2003)

afirmam que a presenga, no Oleo essencial, de sesquiterpenos e monoterpenos,
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monociclicos ou aciclicos, caracteristicos do género Lippia, sdo os que fornecem as
propriedades fitoterapéuticas das espécies.

Embora seja determinada geneticamente, a composi¢cdo quimica dos 6leos
essenciais pode variar em funcdo de fatores ambientais como a umidade do ar,
disponibilidade hidrica, condicdes de solo, intensidade luminosa, temperatura e periodo de
coleta (VIDO, 2009).

3.5. Caracterizacao morfoldgicas e quimicas de Lippia gracilis Schauer

Lippia gracilis Schauer, planta aroméatica endémica do Nordeste brasileiro
conhecida popularmente como alecrim-de-tabuleiro e alecrim-de-serrote, apresenta-se
como um arbusto de aproximadamente de 1,0 a 2,5 cm de altura, bem ramificado, com
folhas pequenas e flores de coloragé@o branca bastante odoriferas.

O sistema radicular de plantas dessa especie em geral é superficial e as populagdes
sdo frequentemente encontradas em solos rasos, com afloramento de rochas calcarias. A
constatacao da afirmacao supracitada foi feita em aula de campo no municipio de Baralna.

No que diz respeito a utilizacdo dessa especie como medicamento, suas infusdes de
folhas ou decoccdo e maceracéo alcoolica sdo usadas para algumas doencas inflamatorias e
dor de cabeca. O 0leo essencial desta espécie contém proporcdes variaveis de fitoquimicos
antimicrobianos de acdo comprovada, sendo o timol e carvacrol em elevadas concentracfes
(ALBUQUERQUE et al., 2006; NETO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2008; VIANA,
2009). Os constituintes dos 0leos essenciais sdao muito instaveis a presenca de luz, calor e
umidade, consequentemente o horario de colheita do material vegetal pode influenciar
direta ou indiretamente nos processos do metabolismo secundario que resultam em
variacOes gquantitativas e qualitativas do déleo essencial. A composicdo quimica do 6leo de
L. gracilis Schauer mostra flutuacbes quantitativas dos componentes majoritarios,
provavelmente devido a condi¢des genéticas, do local e das condi¢cdes em que a planta é
cultivada.

No entanto sdo poucos os trabalhos referentes ao efeito do estresse salino em
plantas com potencial medicinal, principalmente em relacdo aos produtos do metabolismo
secundario (SILVA et al., 2002). Portanto, a descoberta de novas possibilidades de cultivo
de plantas nativas adaptadas as condicdes de elevadas concentrac@es de sais no solo e que

mantenham seus metabdlitos potencialmente ativos, abre perspectivas para pequenos
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produtores da regido local para o cultivo de espécies com potencial econdmico a baixos

custos.

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na casa de vegetacdo da Universidade do Rio Grande do Norte
(UERN), municipio de Mossord localizado a latitude de 06°12°43” S e longitude de 37°
20’ 39” W. A cidade esta situada na regido semiarida do Nordeste brasileiro no Estado do
Rio Grande do Norte a uma distancia de 285 km da capital Natal. A temperatura média
anual esta em torno de 27,5 °C, umidade relativa de 68,9%, nebulosidade média anual de
4,4 décimos e precipitacdo média anual de 673,9 mm. Segundo classificacdo climatica de
Kdppen (1948), o clima de Mossoro-RN é do tipo BSwh', ou seja, quente e seco, tipo
estepe, com estacdo chuvosa no verdo (CARMO FILHO et al., 1987).

4.1. Coleta, enraizamento e plantio de Lippia gracilis

Os ramos de L. gracilis foram obtidos em dezembro de 2011, numa localidade
conhecida como Sitio Boqueirdo, latitude de 5° 60’ 22 S e longitude de 37° 67°92” W, no
municipio de Felipe Guerra, Estado do Rio Grande do Norte. Segundo IDEMA (2013), a
caracteristica climatica do municipio constitui-se por apresentar um clima muito quente,
semiarido e temperatura média anual em torno de 27,8°C, com esta¢Ges chuvosas que
podem se estender até o més de outubro. Sua vegetacdo é composta dominantemente pelas
formacdes Caatinga Hiperxerdfila e carnaubais.

As caracteristicas ambientais, como tipo de vegetacdo e tipo de solo no local da
coleta dos ramos usados para a propagacao, em uma faixa de encosta, com solo raso, com
significativa predominancia de plantas de Lippia gracilis na encosta. Apos a execucao de
trés coletas, as plantas apresentavam sinais de final de ciclo, periodo de senescéncia

vegetal decorréncia do periodo da auséncia pluviométrica (figura 1A —-B).
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Figura 1: Local da retirada dos ramos de Lippia gracilis (A-B); Lippia gracilis a campo
(C); Ramos com folhas e floragéo (D).

Os propéagulos utilizados no trabalho foram estacas cujas bases foram cortadas em
forma de bisel com auxilio de uma tesoura de poda. As estacas mediam aproximadamente
20 cm de comprimento e 1,20 mm de diametro. Para o enraizamento, os propagulos
tiveram suas bases imersas em solucdo auxinica contendo acido indolilacético (AlA) a uma
concentracdo de 1,5 mg L™ por 10 minutos (Figura 1A). Em seguida, as estacas foram
plantadas em sacos de polietileno com capacidade para 2L (Figura 2B), contendo substrato
composto de areia lavada, argila e composto organico Polifértil® (composicdo: esterco
bovino e esterco de galinha; nitrogénio (1%); carbono organico 15%; C/N 18/1 g L™; pH
6,0%, CTC 80 MMOL C/DM; Umidade 50%) na proporcdo de 1:1:1. Apos a brotacdo
(Figura 2C).

Figura 2: Preparo das estacas para serem imersas na solugdo auxinica (A); estacas em

sacos para enraizamento (B) e brotacdo das estacas (C).
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As plantas foram transferidas para vasos com capacidade para 8L contendo o
mesmo substrato nas mesmas propor¢oes citadas anteriormente. O limite superior d’agua
disponivel no vaso foi previamente determinado e para isso, 0 vaso com solo seco foi
colocado em um recipiente com volume de &gua conhecido. Quando a agua atingiu a
superficie do solo, por capilaridade, foi quantificada a quantidade de &gua retida no
mesmo.

4.2. Estabelecimento do experimento com estresse salino

Apos a uniformizacdo em tamanho (Figura 3), as plantas foram submetidas a 4
tratamentos de estresse salino resultante da adicdo 25; 50; 75 e 100 mM de cloreto de
sodio (NacCl), além do controle (OmM), correspondendo a condutividade elétrica de
2,97; 5,73; 7,79 e 8,49 mS cm™ respectivamente, e o controle de 0,49 mS cm™. A
condutividade elétrica das respectivas solugbes foi medida com auxilio de um
condutivimetro portatil Orion Star™ .O tratamento controle correspondeu a irrigagdo
com agua.

As soluces salinas foram aplicadas diariamente no periodo manha obedecendo
a capacidade de campo. O experimento teve duracdo de 40 dias com diferentes periodos
de coleta dos dados (20 e 40 dias). Foram avaliadas as seguintes variaveis: taxa de
crescimento relativo (TCR); biomassa seca da parte aérea e raiz; teor relativo de agua
(TRA); concentragdo dos niveis de prolina nas folhas e composicdo quimica e

rendimento do 6leo essencial.

4.2.1. Delineamento experimental

O Delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC), sendo quatro
blocos com cinco tratamentos, totalizando 180 plantas. A parcela experimental constou
de nove vasos por tratamento, cada um com uma planta ja estabelecida. Seis plantas por
tratamento foram selecionadas ao acaso para avaliagdo do crescimento, teor de prolina e
teor relativo de agua (3 plantas aos 20 dias e 3 aos 40 dias). As trés plantas
remanescentes foram utilizadas para verificacdo da qualidade e quantidade do Oleo
essencial. Os dados obtidos foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Figura 3: Visdo geral do experimento conduzido em casa-de-vegetacdo com plantas de Lippia

gracilis Schauer submetidas ao estresse salino.

4.2.2. Andlise da Taxa de Crescimento Relativo (TCR)

Para fins de analise de crescimento, seis plantas foram escolhidas ao acaso,
sendo trés usadas aos 20 dias e trés aos 40 dias apos o estresse (DAE). Parte aere e
radicular foram separadas para secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 70°C. A
TCR reflete 0 aumento de massa seca em um intervalo de tempo e foi calculada pela

logW, —logW,

seguinte equacdo: TCR = ( ) expresso em g.g”. dia®, onde W, e W;

2

referem-se ao peso seco aos 40 (t,) e 20 (t) dias respectivamente.

4.2.3. Avaliacdo da Taxa Relativa de Agua (TRA)

Para avaliar o TRA, foram coletadas de trés plantas escolhidas aleatoriamente
em cada tratamento por bloco, trés discos foliares de didmetro 10 mm foram retirados
da 42 folha abaixo do apice caulinar com auxilio de um furador de rolha. Os discos
foram imediatamente pesados para determinacdo do peso fresco e em seguida foram
colocados em placas de Petri forradas com papel de filtro completamente embebido com
agua, onde permaneceram em BOD (25°C e 80% de umidade relativa) por 10 horas no

escuro. Em seguida, os discos foram pesados para determinacdo do peso turgido e
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posteriormente foram levados a estufa para secagem a 70°C. O TRA foi quantificado
Pf —Ps

através da seguinte formula: TRA = x100, expresso em percentagem (%), onde

Pf, Ps e Pt correspondem respectivamente aos pesos fresco, seco e tdrgido. A andlise
dessa variavel foi realizada aos 20 e 40 DAE.

4.2.4. Quantificacdo dos niveis de Prolina no tecido foliar

Para quantificacdo dos niveis de prolina foram utilizadas amostras da quarta
folha expandida a partir do apice do ramo principal colhidas entre 5 e 6 horas da manhg,
das seis plantas escolhidas aleatoriamente. Para o procedimento, a matéria fresca
triturada (750 mg) foi colocada em tubo de ensaio contendo 15 mL de acido 5-
sulfosalicilico e centrifugada a 2000 rpm por 3 minutos. Em seguida, uma mistura de 3
mL do sobrenadante + 3 mL de acido acético + 3 mL de ninidrina &cida foi aquecida em
banho-maria por 1 hora a 100°C. Apds o desenvolvimento da cor, as amostras foram
resfriadas em banho de gelo, sendo adicionadas as mesmas 6 mL de tolueno para
separacdo das fases. A fracao incolor foi desprezada e a leitura das amostras coradas foi

realizada em espectrofotémetro a 520 nm. Essa variavel foi avaliada aos 20 e 40 DAE.

4.2.5. Andlise da composicdo quimica e rendimento do 6leo essencial (OE)

Para andlise do OE, foram utilizadas folhas frescas de L. gracilis, de trés plantas
de cada tratamento de cada bloco coletadas no final do experimento (40 dias). A coleta
foi realizada entre as 5 e 6 horas da manha, em um dia com temperatura de 27°C e sem
precipitacdo pluviométrica. O processo de extracdo dos Gleos essenciais foi realizado
através do método de hidrodestilacdo, utilizando o aparelho de Clevenger modificado.
Apos a coleta, as folhas foram levadas ao Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais
do Departamento de Quimica da UERN, onde foram pesadas e colocadas em baldo de
fundo redondo com capacidade de 2L, contendo agua destilada. O baldo foi acoplado ao
aparelho de Clevenger modificado e a extracdo foi realizada pelo periodo de 2 horas,
controlando-se a temperatura para aproximadamente, 100°C. A partir da massa obtida

na extracdo e da massa Umida do material vegetal, os teores dos Oleos essenciais
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. . . x M,
extraidos foram calculados a partir da seguinte equagdo: TO = —2% %100, onde TO se
folha

refere ao teor de 6leo; Mgeo corresponde a massa do 6leo, Megina COrresponde a massa
fresca das folhas. O resultado foi expresso em % (p/p).

Para a analise cromatogréfica dos Oleos e a respectiva quantificacdo dos seus
componentes majoritarios: timol, carvacrol e p-cimeno, foram utilizados um
cromatégrafo liquido Shimatzu Class-VP, constituido de trés bombas LC-10ATvp,
detector por varredura de espectro ultravioleta por arranjo de fotodiodo SPD-M10Avp,
forno CTO-10ASvp, injetor automdtico SIL10AF, coletor automético FRC10A e
degaseificador em linha CTO10AS. Para separacdo dos compostos do 6leo utilizou-se
uma coluna cromatogréafica analitica em fase reversa Hyperclone ODSICig 3 pm,
tamanho de 4,6 x 150 mm e um sistema em gradiente com variagdo 50% de
acetonitrila/50% de agua para 90% acetonitrila /10% agua em 20 min. com fluxo de
0,8mL/min e volume de injegéo de 1 pL.

Foram realizadas injecdes de solucbes de concentracdo conhecida de cada Oleo
em triplicata, para verificar a reprodutibilidade do método cromatogréafico desenvolvido.
A quantificacdo do timol, carvacrol e p-cimeno foram realizadas utilizando 0 método do
padrdo externo através da construcdo de curvas de calibracéo, descrito por Ciola (1998),
a partir da média aritmética das areas dos picos correspondentes aos metabdlitos e as
respectivas concentracdes nas condicdes descritas acima. Os solventes utilizados para as

analises cromatogréficas foram de grau HPLC.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de crescimento relativo (TCR) apresentou acentuado decréscimo com o
aumento da salinidade. Na concentragdo maxima (100 mM), verificou-se uma reducéao
de cerca de 30% no crescimento em relacdo ao controle (Figura 3). Os dados numéricos
apresentados na tabela 1 comprovam que até 25 mM de NaCl o crescimento diario ndo
foi afetado, no entanto, a medida que a concentracdo de sal aumentava, 0 crescimento
diminuia. Resultados semelhantes foram obtidos por Hendawy & Khalid (2005) que
constataram uma reducédo de 34 a 48% na biomassa seca de Salvia officinalis cultivadas
a 50 mM de NaCl. Decréscimos mais drasticos (61%) foram observados por Taarit et al.
(2010) no crescimento dessa mesma espécie cultivadas a 100 mM de NaCl.

O estresse salino inibe o crescimento das plantas por reduzir o potencial
osmoético da solugdo do solo, restringindo a disponibilidade de &gua e/ou pela
acumulacdo excessiva de ions nos tecidos vegetais, podendo ocasionar toxicidade
ionica, desequilibrio nutricional ou ambos (TESTER & DAVENPORT, 2003). Aliado a
esse fato, a eficiéncia fotossintética é comprometida, visto que diante desse tipo de
estresse 0s estdbmatos fecham-se para evitar a transpiracao, limitando a absorc¢édo de CO,
(TAARIT et al., 2010).

O dispéndio de energia para a absorcdo de agua e ajustamento osmoético também
é um fator que explica a reducdo do crescimento das plantas submetidas a salinidade
(GHEYI et al., 2005). No presente trabalho observou-se acréscimo na concentracao
foliar de prolina nas plantas sob influéncia salina. De acordo com a tabela 2 aos 20 dias
de cultivo sob estresse, a concentracdo de prolina diferiu estatisticamente do controle
apenas aos 75 mM de NaCl, porém aos 40 dias as plantas cultivadas a 25 mM ja
apresentavam valores de prolina mais elevados em relagcdo ao controle, indicando que o
tempo de exposicdo influenciou para o acumulo desse osmorregulador. Esse fato reforca
a hipdtese de que o ajustamento osmotico, observado pela elevacdo de prolina, tenha

afetado o crescimento das plantas de Lippia.
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Figura 4 — Taxa de crescimento relativo (TCR) em relacdo ao controle de
plantas de Lippia gracilis entre 20 e 40 DAE. UERN, Mossord, RN, 2012.
** Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 1 - Taxa de crescimento relativo (TCR) de plantas de Lippia gracilis entre
20 e 40 DAE sob condicGes de salinidade com NaCl. UERN, Mossord, RN, 2012.

NaCl TCR (g.g™ dia™)
OmML 1,824 a
25mM L 1,674 ab

50 mM L 1,633 b
75mM L 1,491 bc

100 mM L 1,321c

DMS 0,18

CVv 5,19

Desvio Padréo 0,08

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.
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Tabela 2 — Niveis de prolina em folhas de Lippia gracilis aos 20 e 40 dias de cultivo sob
condicdes de salinidade com NaCl. UERN, Mossord, RN, 2012.

Prolina (umol/gMF)

Aos 20 dias Aos 40 dias

OmML 1,0333 a 1,6865 a
25mM L 0,9033 a 5,5583 b
50 mM L 1,9744 a 5,9569 b
75mM L 4,2631 b 6,5478 b
100 mM L 4,1782 b 7,5652 b
DMS 1,87 2,44

CcVv 12,30 19,82
Desvio Padréao 0,83 1,08

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Quando avaliados separadamente, parte aérea e raiz apresentaram reducdo na
biomassa seca quando submetidas a elevadas concentracGes salinas e o tempo de
exposicdo ao sal também contribuiu para um maior decréscimo de biomassa tanto da
parte aérea quanto da raiz (Figura 5A e B). O crescimento linear, bem como o acumulo
de biomassa nos 6rgdos vegetativos depende da intensidade dos processos de divisdo e
diferenciacéo celular, os quais sio afetados pela salinidade (GONZALEZ, 2001). Tanto
aos 20 quanto aos 40 dias o crescimento radicular foi mais afetado que o de parte aérea
pela exposicdo ao sal (Figura 5A e B). Alguns relatos contradisseram aos obtidos nesse
trabalho, pois comprovaram que o sistema radicular € menos afetado pela salinidade que
a parte aérea, embora as raizes estejam mais expostas ao ambiente salino
(CAVALCANTI et al., 2005; SILVA et al., 2011). Provavelmente a limitacdo de espaco

para o desenvolvimento radicular tenha contribuido para essa resposta.
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Figura 5 - Biomassa seca da parte aérea e raiz de plantas de Lippia gracilis
aos 20 (A) e 40 (B) dias de cultivo sob condigdes de salinidade
com NaCl. UERN, Mossord, RN, 2012.
Letras mailsculas iguais nas barras sem preenchimento e minascula nas
barras preenchidas nio diferem entre si pelo teste de Tukey (** P <0,01).

O teor relativo de &gua ndo diferiu estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade entre os tratamentos avaliados (Tabela 3). Isso significa que as plantas
ndo foram afetadas na sua capacidade de absorver 4gua quando submetidas ao estresse
salino. E muito provavel que a manutencdo no TRA reflita o acumulo de prolina
(Tabela 2), possibilitando o ajustamento osmotico e a manutencdo da hidratacéo.
Resultados contrarios foram obtidos por Tavora et al. (2001), os quais observaram
decréscimo no TRA de plantas de goiabeira submetidas a crescentes concentracfes de
NaCl. Ndo se observou diferenca significativa no TRA com relagdo ao tempo de
estresse decorrente da exposicdo da Lippia ao sal e esse fato deve-se provavelmente a
adaptacdo em ambiente com escassez de agua. Fumis & Pedras (2002) testando duas
cultivares de trigo, verificaram aumento na concentracdo de prolina na cultivar mais
tolerante ao estresse hidrico, enquanto o TRA manteve-se constante. A permanéncia da
TRA elevada aos 40 dias indica uma maior adaptacdo ao déficit hidrico através de uma
maior capacidade de ajustamento osmotico (FUMIS & PEDRAS, 2002; MAIA, 2007).
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Tabela 3 — Teor relativo de 4gua (TRA) em plantas de Lippia gracilis aos 20 e 40 dias de
cultivo sob condicdes de salinidade com NaCl. UERN, Mossord, RN, 2012.

TRA (%)
NaCl = *
Aos 20 dias Aos 40 dias
OmML 62,1282 a 69,5238 a
25 mM L 60,2974 a 73,6071 a
50 mM L 69,2924 a 73,4375 a
75 mM L 62,6992 a 70,3681 a
100 mM L 68,0117 a 66,5173 a
DMS 13,74 9,67
CVv 9,45 6,07
Desvio Padréo 6,09 4,28

" Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Apesar da TCR ter sido comprometido pela salinidade, ndo observou-se
variacdes no rendimento do 6leo essencial em fungdo do aumento na concentragdo de
NaCl (Tabela 4). Contrastando com essa afirmacéo, relatos na literatura afirmam que
estresses, tais como o hidrico e o salino favorecem o incremento no rendimento de
Oleos essenciais (NEFFATI & MARZOUK, 2008; TAARIT, et al., 2010). Os estresses
de uma maneira geral podem estimular a producdo de 6leos essenciais por induzir a
producdo de tricomas glandulares, local no qual os éleos ficam armazenados e essa
afirmacéo foi comprovada por Opitz et al. (2008). Embora ndo se tenha quantificado o
namero de tricomas nesse trabalho, esse fato pode explicar o motivo pelo qual as
plantas estressadas, apesar de terem apresentado crescimento reduzido mantiveram o
rendimento do 6leo semelhante as plantas ndo estressadas. Contudo, outros relatos
revelaram que o estresse salino provocou reducdo tanto no conteldo quanto no
rendimento do 6leo essencial de trés géneros de Cymbopogon (ANSARI et al., 1998).

Trinta e um componentes foram quantificados dos 99,99% do total de
constituintes do dleo essencial de L. gracilis. A analise do 6leo no tratamento controle
mostrou que o Carvacrol foi o maior constituinte com 42,07%, seguido pelo timol
(32,35%) e p-cimeno (17,12%) (Tabela 5). Esses resultados estdo de acordo com 0s

obtidos por Albuguerque et al. (2012), que verificaram percentuais semelhantes para o
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carvacrol e p-cimeno em plantas da mesma espécie. Os niveis de NaCl avaliados nesse
trabalho ndo influenciaram as concentracbes dos componentes majoritarios (Tabela 5).
Porém, muitos outros fatores podem influenciar na resposta quanto ao contetdo de
compostos quimicos das plantas expostas a salinidade, tais como: forma de extracdo
dos compostos, ambiente no qual as plantas estavam inseridas, dentre outros e esse fato
é reforcado pelos diferentes resultados detectado por diversos autores. Segundo Neffati
& Marzouk (2008), a concentragdes de compostos quimicos pode aumentar ou diminuir
em funcdo de niveis menores e maiores de salinidade, respectivamente. Esses mesmos
autores verificaram que 0s componentes majoritarios de Coriandrum sativum
aumentaram em baixas concentracdes de NaCl, porém, quando a concentracéo desse sal
subia para 75 mM, os mesmos componentes decresciam. Resultados contrarios foram
verificados por Taarit et al. (2010), os quais afirmaram que até 75 mM de NaCl, tanto o

rendimento quando a composicdo do 6leo de salvia foram favorecidos.

Tabela 4. Rendimento do Oleo essencial de Lippia gracilis cultivadas sob condi¢bes de
salinidade com NaCl. UERN, Mossord, RN, 2012.

NaCl Rendimento do dleo (%)
0mM 1,23 A

25 mM 1,90 A

50 mM 1,04 A

75 mM 1,13 A

100 mM 1,07 A

CcVv 25,9

Desvio padréo 0,29

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Médias do percentual dos principais constituintes do dleo essencial de plantas
de Lippia gracilis sob cultivo em condicdes de salinidade. UERN, Mossor6, RN, 2013.

Oleo essencial (%)

NacCl Média
Timol Carvacrol P-cimeno

0mM L 32,35 42,07 17,12 30.51 a
25 mM L 34,72 45,67 22,10 34.17 a
50 mM L 23,62 46,70 25,75 32.02 a
75 mM L 34,12 38,12 17,45 29.90 a
100 MM L 22,82 49,65 17,02 29.83 a
Média 29,53 AB 44,45 A 19,89 B

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si

pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Nas condigdes avaliadas, a salinidade influenciou negativamente o crescimento
de L. gracilis, provavelmente porque as plantas ajustaram-se osmoticamento devido a
crescentes concentragdes de prolina detectadas nos niveis mais elevados de NaCl. Em
funcdo da manutencdo do rendimento e estabilidade na composicdo quimica do dleo
essencial diante do estresse salino, recomenda-se estudos posteriores em condicOes de
campo para comprovacao dos dados obtidos nesse trabalho. Visto que L. gracilis é um
arbusto, é possivel que no campo, mesmo sob estresse salino, as raizes possam se

desenvolver melhor vindo a influenciar positivamente no crescimento de biomassa.
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6. CONCLUSOES

e A salinidade afetou o crescimento de parte aérea e radicular das plantas de L.
gracilis.

e O teor relativo de 4gua ndo foi alterado em nenhum tratamento salino.

e Os niveis de prolina aumentaram em decorréncia do estresse salino e do tempo
de exposicdo ao mesmo. Provavelmente porque a Lippia ajustou-se
osmoticamente aos niveis mais elevados de NaCl.

e O rendimento e a composi¢do quimica dos dleos essenciais ndo foram afetados
significativamente pelo estresse promovido pelo NaCl, embora o carvacrol tenha
sido numericamente superior.

e Os resultados do presente trabalho sdo de fundamental importancia para o
conhecimento das respostas fisiologicas induzidas por estresse salino em Lippia
gracilis, podendo ser uma possibilidade econdmica a regido Oeste Potiguar, em
funcéo das caracteristicas climaticas do semiarido, percentual de NaCl nos solos
e por ser uma planta endémica e ricamente medicinal. Evidentemente, é
necessario ensaio em campo salinizado desta espécie para resultados mais

aprofundados.
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