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RESUMO

Um dos mais importantes fatores ambientais e agrondmicos que afetam a producdo de
metabdlitos secundarios em plantas € a dgua. Quantidade limitada de dgua tem efeito negativo
sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas. Entretanto, a defici€éncia hidrica (DH),
muitas vezes tem se mostrado positiva no acimulo de constituintes ativos em espécies
medicinais, aromdticas e condimentares. Verificou-se a influéncia da DH na participacdo de
assimilados, acimulo e na composi¢do do 6leo essencial em manjericao (Ocimum basilicum
L.). Paralelamente, foram avaliados parametros bioquimicos relacionados com a resposta das
plantas a DH. Os tratamentos foram constituidos por dois blocos, T1 (controle) que foi
mantido sempre irrigado e T2 (DH) submetido a trés niveis de DH. Nas plantas dos
tratamentos do bloco T2 (DH), foi suspenso o fornecimento de d4gua quando 50% das plantas
iniciaram seu florescimento. Observou-se que as plantas cultivadas sob DH, responderam com
aumento da concentracdo de 6leo essencial na inflorescéncia e nas folhas. O maior rendimento
de 6leo por planta, foi encontrado nas plantas do controle, principalmente no tecido da
inflorescéncia, inversamente do observado para o tecido foliar. Em termos qualitativos, a
andlise dos componentes do 6leo revelou que os diferentes niveis de DH ndo alteraram o
padrdo conhecido para esta espécie. Constatou-se que todos os parametros biométricos foram
influenciados negativamente pela DH. A andlise da atividade enzimdtica indicou que o
estresse causado por DH ativou todas as enzimas relacionadas ao sistema de resposta

antioxidativo, além de induzir ao actiimulo de L-prolina
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SUMMARY

The water is one of the most important agronomic and environmental factors that affect the
production of secondary metabolites in plants. Limited amount of water has negative effect on
growth and development of plants. However, the hydric deficiency (HD), a lot of times have
been shown positive in the active constituents accumulation in medicinal species, aromatic
and spices. The influence of HD was verified in participation of assimilate, accumulation and
in the essential oil composition of basil (Ocimum basilicum L.). At the same time, biochemical
parameters related with HD in plants were studied. The treatments were constituited by two
blocks, T1 (control) that was maintained well irrigated and T2 (HD) submitted to three levels
of HD. In T2 (HD) treatments, the water supply was suspended when 50% of the plants began
flowering. In plants cultivated under HD was observed that the essential oil concentration was
increased in the inflorescences and leaves. The largest oil income was found in the plants of
control, mainly in inflorescences material, inversely of observed in leaves material. In
qualitative terms, the oil components analysis revealed that the different levels of HD didn't
alter the known standarts for this species. It was verified that all of the biometrical parameters
were negatively influenced by HD. The enzymatic activity analysis indicated that the stress
caused by HD had activated all of the enzymes related to the antioxitative response system,

besides inducing the accumulation of L-proline.



1. INTRODUCAO

Informagdes sobre o efeito de condicdes de estresse no metabolismo
secundédrio de plantas sdo derivadas principalmente de esfor¢cos da pesquisa, para
maximizar a producdo de constituintes ativos de espécies medicinais, aromadticas e
condimentares. Como aplicacdo pratica, avangos no sentido de compreender a influéncia de
fatores ambientais na regulacdo da sintese de metabdlitos secundérios, podem contribuir
para a maximizagdo da producdo de compostos de interesse nestas espécies

(GERSHENZON, 1984).

Um dos mais importantes fatores ambientais e agrondmicos que
afetam a producdo de metabdlitos secundarios € a dgua (FRANZ, 1983; PALEVITCH,
1987). Usualmente, quantidade limitada de 4gua tem um efeito negativo sobre o
crescimento e desenvolvimento das plantas. Entretanto, a deficiéncia hidrica (DH), muitas
vezes tem se mostrado positiva, influenciando o acimulo de constituintes ativos em
espécies medicinais, aromdticas e condimentares (GERSHENZON, 1984; PALEVITCH,
1987).Segundo Gershenzon (1984), em plantas herbaceas e arbustivas, o conteido de
compostos terpénicos tende a aumentar sob condi¢des de estresse, principalmente quando

cultivadas sob deficiéncia hidrica moderada.



Varios autores (FARRANT, 2000; HOEKSTRA er al., 2001;
OLIVER et al., 2001) fazem referéncia ao actimulo e participacdo de compostos
secundarios na tolerancia a deficiéncia hidrica. Tais informacdes indicam que através do
manejo da dgua de irrigacdo, pela diminui¢dao do fornecimento, pode-se induzir aumento na
producdo destes compostos. Além disso, estes autores discutem que compostos secundérios
como as quinonas, polidis, flavondides, fendis e carotendides estdo envolvidos nas
respostas antioxidantes durante a deficiéncia hidrica, posto que um dos principais
mecanismos moleculares de dano as células sensiveis a DH € o ataque de radicais livres a
fosfolipidios, dcidos nucléicos e proteinas. Outro mecanismo que a célula dispde para
dismutar radicais livres produzidos em condicdo de DH, € a ativag¢do de enzimas do sistema
de resposta antioxidativo. Dentre os principais sistemas, destacam-se as polifenol oxidases,
catalases, superéxido dismutases, lipoxigenases, glutationa redutase, ascorbato peroxidase e
peroxidases (INGRAM & BARTELS, 1996; HOEKSTRA et al., 2001; OLIVER et al.,
2001; PASTORI & FOYER, 2002). Portanto o monitoramento dessas enzimas pode ser
utilizado como marcadores bioquimicos, para a avaliacdo dos diferentes niveis de estresse

das plantas.

O acimulo de L-prolina em plantas submetidas a deficiéncia hidrica
(DH) tem sido amplamente relatado na literatura para diversas espécies vegetais (HARE &
CRESS, 1997; STEWART et al., 1977). Com este acimulo, Delauney & Verma (1993)
sugerem que o aminoacido tem funcdo como elemento de ajuste osmoético importante. Além
disso, outras fun¢des sdo comumente atribuidas a prolina, como estabilizador de estruturas e
dismutador de radicais livres (SARADHI et al., 1995)

Este trabalho determinou a influéncia da DH na particicdo de
assimilados, no actimulo e na composi¢do do 6leo essencial de plantas de Ocimum
basilicum L. cv. Genovese. Os resultados alcangados permitem responder, se 0 manejo de
dgua pode ser utilizado como ferramenta para aumentar o rendimento do 6leo essencial.
Além disso, os resultados indicam claramente que este efeito ndo serd anulado em fungdo

da diminuicao da biomassa vegetal, resultado esperado para plantas submetidas a uma DH.



O efeito metabdlico da DH foi avaliado através da analise de
parametros bioquimicos, com énfase para a atividade de enzimas sensiveis ao estresse

fisico e acimulo do aminodcido L-prolina, como indicadores de resposta das plantas.



2. REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

2.1 Aspectos da cultura do manjericao (Ocimum basilicum L. cv genovese)

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) pertence a familia Labiatae
(Lamiaceae), conhecida por inimeros nomes populares, dentre os quais se destacam
manjericdo—italiano, alfavaca, favacdo, basilico, basilicdo e remédio de vaqueiro. O género
possui entre 50 e 150 espécies distribuidas na Asia Tropical, Africa, América Central,
América do Sul e Europa (SOBOTI, et al. 1982; KHOSLA, 2000)

Existe muita controvérsia sobre o centro de origem do manjericao.
Segundo Paton et al, 1999; Roveratti, 1999, o maior nimero de espécies pode ser encontrado
nas florestas tropicais da Africa. Entretanto, além da Africa, América do Sul (Brasil) e Asia
sd0 os principais centros de diversidade do género.

A planta de O. basilicum L. cv. genovese € um arbusto com a altura
entre 45 a 90 cm segundo Bown (1995), muito ramificado e apresentando muitas flores e
fruticulos dispostos em numerosas inflorescéncias eretas tipicas do género. As diferentes

partes da  planta  apresentam  aroma  caracteristico,  (Bustamante, 1993)



Segundo Hay & Waterman (1993) e Corréa Jr et al. (1998) as plantas
de manjericdo se adaptam melhor a climas quentes e imidos, ndo tolerando temperaturas frias
e geadas. Sao consideradas como espécie intermedidria com relacdo ao fotoperiodo
(MATHON, 1972) e possuem alta taxa de fecundacdo cruzada (DARRAH, 1974;
KRISHNAN, 1981; PUTIEVSKY, 1983 e NATION et al 1992).

Quanto ao desenvolvimento da planta, alguns autores a consideram
como anual (SANTOS et al, 1988; ROIG, 1992; TECEDEIRO, 1996; FUENTES &
GRANDA, 1997; PANIZZA, 1998) enquanto que outros (GARLAND, 1989; HERTWING, et
al., 1992; CASTRO, 1995 ¢ CORREA Jr et al, 1998) afirmam que a espécie pode ser tanto
perene como anual, dependendo do clima, variedades ou cultivares diferentes.

Conforme Simdes & Spitzer (2000) as plantas do género foram
caracterizadas como fdbricas quimicas capazes de sintetizar inimeras substancias altamente
complexas, sendo que seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois,
aldeidos, cetonas, fendis e 4cidos organicos.

Nas condicdes brasileiras, o manejo da cultura é conduzido de forma
pouco padronizada, o que pode afetar a produgao de biomassa, qualidade e quantidade de 6leo
essencial (FURLAN, 2000). Chaves (2001) salientam que no Brasil grande parte da producdo
de plantas medicinais nao € fruto de cultivo e sim coletada por extrativismo.

O género Ocimum é uma importante fonte de 6leos essenciais, Uteis na
medicina popular em praticamente todos os continentes (SIMON et al. 1999; VIEIRA &
SIMOM, 2000; CHAVES, 2001). Além disso, o 6leo é empregado na industria alimenticia,
formulacao de cosméticos, farmacéutica (NOLASCO, 1996).

Recentemente Vieira et al. (2001) caracterizaram quimicamente
diversas espécies de Ocimum e encontraram grande diversidade em termos quantitativos e
qualitativos na produgdo do dleo essencial, revelando mais de 100 compostos organicos.

Substancias contidas na composicdo do 6leo essencial de Ocimum, t€ém
sido empregadas como analgésico, anestésicos, anti-sépticos, atraente ou repelente de insetos
(dependendo do inseto), odorizante, aromatizante, flavorizante e utilizados em larga escala na
producdo de perfumes (THE MERCK INDEX, 1996).

A utilizacdo do extrato de plantas do género Ocimum como inseticida

foi relatada por muitos autores. Rigueiro (1992) estudou a utilizagdo do 6leo como repelente



de Anopheles stephensi, Aedes aegypti, Musca domestica nebulo, Culex pipiens fatigans,
Culex quinquefasciatus (mosquitos, moscas e pernilongos). Correa Jr et al. (1994) obtiveram
atividade larvicida e repelente de varias espécies de moscas, mosquitos e baratas.

Montes-Belment & Carvajal (1998) afirmam que o 6leo essencial pode
ter acdo fitopatogénica para o controle de fungos causadores de doencas em milho.

Na industria farmacéutica Teske & Trentini (1995) ressaltam que o
6leo essencial de Ocimum tem acdo antiespasmodica, estomacal, carminativa, estimulante,
anti-séptica  intestinal, diurética , anti-hélminitica, antimicrobiana, antifingica,

antiinflamatoria, analgésica e anestésica.

2.2 Desenvolvimento da planta.

Segundo Furlan (2000) o cv. genovese apresenta 50% do seu
florescimento na 12* semana, com pico em 14 semanas apds o plantio (mais de 80% das flores
totalmente abertas). Apds a 16" semana, ocorre queda significativa das flores e folhas, quando
as plantas comecam a frutificar.

Hertwing (1992), Treske & Trentini (1995) recomendam para a
extracdo do 6leo essencial, que a colheita seja feita no inicio da floragdo, quando a producao
de Oleo essencial € maxima. Ao contrario, Simon (1990) e Pillai & Chinnamma (1996)
indicam que o maior acimulo de 6leo essencial encontra-se na fase de pleno florescimento.

Gupta (1996) e Furlan (2000) recomendam a colheita quando 50% das
plantas estiverem em pleno florescimento para a producdo de 6leo essencial, sendo que para a
producdo de biomassa, as plantas devem atingir o estddio correspondente ao inicio da
formacao de sementes.

Laochowicz et al. (1997) ressaltam que muitos fatores, como
variedade, condicdo climatica e época de colheita podem interagir, sendo que a variagao
desses fatores € imponderdvel, o que diferencia o rendimento, composicdo quimica e a

qualidade sensorial do manjericao-italiano.



2.3 Adubacao e teor de 6leo essencial.

As plantas medicinais apresentam de modo geral melhor
desenvolvimento em solos que possuam caracteristicas fisicas que favorecam o
desenvolvimento do sistema radicular. Correa Jr et al. (1998) e Mattos (1996) sugerem que a
adubacdo organica, o cultivo minimo e as praticas da agricultura alternativa possibilitam o
melhor desenvolvimento de plantas.

Alguns autores como Dey & Choudhuri (1984), Furlan (2000), Silva et
al. (2001) e Chaves (2001) em trabalhos com O. basilicum, relatam que a aplicacdo de
Nitrogénio aumenta proporcionalmente o rendimento de biomassa, embora este efeito nio se
correlacione bem com o teor de 6leo essencial.

Nykanem (1989), Takano & Yamamoto (1993) analisaram a influéncia
de quatro doses de NPK no cultivo de O. basilicum e observaram um aumento significativo e
proporcional para os teores de 6leo essencial e producdo de biomassa.

Furlan (2000) conclui que em plantas de Ocimum basilicum L. cv.
genovese apenas o nitrogénio apresentou diferencas significativas para o aumento da
biomassa, porém ndo verificou diferencas significativas entre as doses aplicadas de N (60 e
120 kg ha™'). Com relagdo as varidveis qualitativas e quantitativas do 6leo essencial ndo foi
encontrada nenhuma diferenca significativa entre as fontes e doses de nutrientes aplicados.

Na literatura existem diversos trabalhos relacionados com a adubacao
mineral em diferentes espécies de plantas medicinais, mas resumidamente o N quando
aplicado ao solo, na maioria das culturas aumenta a produ¢do de biomassa. Em relagdo ao
aumento do teor de Oleo essencial, a adubacdo nitrogenada parece apresentar efeitos
contraditorios, conforme a cultura, clima e outros fatores extrinsecos que pode influenciar no

aumento ou diminui¢do do teor de 6leo essencial.



2.4 Deficiéncia hidrica e sua relacdo com o metabolismo secundario

A histéria da evolugdo das plantas superiores é de constante
adaptacdo a estresses bidticos e abidticos. A despeito destas adversidades, raramente
encontra-se um habitat no mundo onde nenhuma planta possa ser encontrada. Estas plantas
tém sobrevivido gracas a sua enorme flexibilidade para adaptar-se a condi¢des distintas de
crescimento oferecidas pela diversidade de ambientes existentes no planeta. As plantas
podem adaptar-se através de alteracdes morfoldgicas, alteracdes fisioldgicas ou mudancas

bioquimicas.

Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento no interesse em

compreender o modo pelo qual as plantas se adaptam aos ambientes adversos.

Estas adaptacdes podem envolver o metabolismo primdrio e o
metabolismo secundério das plantas, alterando assim a concentracdo de metabdlitos
secunddrios como resposta a estresses ambientais (HARBORNE, 1993; DEY &
HARBORNE, 2000).

H4 algumas décadas, compostos do metabolismo secunddrio eram
considerados sobras metabolicas ou lixo celular, devido ao desconhecimento do significado
fisiolégico destas substancias. Mais tarde descobriu-se que as mesmas exercem papel
fundamental na interacdo das plantas com seu ambiente, estabelecendo um novo campo de

estudo denominado ecologia quimica (KUTCHAN, 2001).

O envolvimento de compostos secunddrios com a tolerdncia a
deficiéncia hidrica (DH) tem sido relatado em intimeros trabalhos. Em Craterostigma
wilmsii verificou-se acimulo de antocianinas com propriedade antioxidante (FARRANT,
2000; HOEKSTRA et al., 2001). Compostos secunddrios como as quinonas, polidis,
flavonodides, fendis e carotendides estdo envolvidos nas respostas antioxidantes durante a
deficiéncia hidrica (FARRANT, 2000; HOEKSTRA et al., 2001; OLIVER et al., 2001),
posto que um dos principais mecanismos moleculares de dano as células sensiveis a DH € o

ataque de radicais livres a fosfolipidios, DNA e proteinas.



Outro mecanismo que a célula apresenta para combater os radicais
livres produzidos em DH sdo as enzimas do sistema de resposta antioxidativo, como
polifenol oxidases (PPO, EC 1.10.3.2, EC 1.10.3.1 e EC 1.14.18.1), catalase (CAT, EC
1.11.1.6), superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), e as peroxidase (APX, EC 1.11.1.11 e
POX; EC 1.11.1.7) (INGRAM & BARTELS, 1996; HOEKSTRA et al. 2001; OLIVER et
al. 2001; PASTORI & FOYER, 2002). Os radicais livres originam-se de formas
parcialmente reduzidas ou ativadas, de espécies reativas de O, (EROS), produzidas em
maior taxa nas mitocondrias, resultado do metabolismo aerébio, cloroplastos e peroxisomos
de plantas em DH (INGRAM & BARTELS, 1996; OLIVER et al. 2001). Sob condi¢des
normais, as plantas possuem mecanismos que mantém as EROs em niveis reduzidos
(Scandalios, 1993). Estas formas de oxigénio como peréxido de Hidrogénio (H,O,),
radical superdxido (O;") e o radical Hidroxila (OH") sdo conhecidos por oxidar importantes
constituintes celulares, tais como 4cidos nucléicos, lipideos de membrana (camada bipolar)

e proteinas, podendo levar as células a morte (ALSCHER et al. 1997).

Este processo de oxidagdo ocorre principalmente em membranas, uma
conseqiiéncia imediata € a alteracdo da permeabilidade seletiva e o efluxo de fons. Em nivel do
complexo protéico, podem ocorrer mudangas na estrutura conformacional. No caso de
enzimas pode haver distirbios no sitio ativo, influenciando a atividade e outras alteragcdes
metabodlicas, como aumento da sintese de proteases, responsdveis pela degradacdo das
proteinas. A degradacdo oxidativa dos dcidos nucléicos apresenta paralelos com os efeitos de
ionizagao radioativa, induzindo a inimeras lesdes como falhas na cadeia do DNA, mutagdes e

outros defeitos genéticos letais.

Assim, sugere-se que as plantas podem ser relativamente (dependendo
da espécie) equipadas com um sistema efetivo para controlar a acdo deletéria destes radicais.
Em vdérias espécies vegetais observou-se uma super expressdo da atividade da enzima
superdxido dismutase (SOD) em respostas a diversos fatores estressantes (MISZALSKI et al.
1998; BROETTO et al. 2002; LEONARDO, 2003; PEIXOTO, et al., 2005).

A SOD se constitui uma das principais enzimas do sistema de resposta
antioxidativa, e tem a funcdo de catalisar a desmutacdo do superéxido (O,") a perdxido de

hidrogénio (H,0,), conforme mostrado na figural.
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Figura 1: Esquema da acdo das enzimas do sistema de resposta antioxidativo.

A enzima catalase (CAT) tem fundamental importancia no sistema de
resposta antioxidativo, ela € responsdvel por decompor H,O, gerada nos peroxissomos durante
a fotorrespiragcdo, bem como o produto de reacdo da SOD (GERBLING et al. 1984) e reduzir
até H,O e O, conforme demonstrado na Figura 1.

A atividade da enzima polifenol oxidase (PPO) tem sido utilizada
como parametro de avaliacdo da peroxidacdo de lipidios, e da producdo de compostos
fendlicos (MAYER, 1987). O acimulo de compostos fendlicos € o aumento na atividade da
PPO podem gerar substancias reativas, tais como as quinonas derivadas do 4cido caféico que,
juntamente com outros compostos fendlicos, sdo ativas na producdo do radical superdxido
(O77) e, conseqiientemente, na peroxidacgdo de lipidios (MARSCHNER, 1995).

Outras enzimas com ag¢do antioxidativa sdo as peroxidases (APX —
Ascorbato peroxidase e POX-peroxidase catidnia/anionica). Estas enzimas atuam na
dismutacao dos radicais per6xido de hidrogénio, reduzindo-os a H,O + O, (Figura 1).

Em sintese, os tecidos vegetais sdo dotados de diferentes sistemas de
resposta para o controle da producdo de radicais livres. Devido a sua compartimentalizacao
especifica nas células, as enzimas e compostos organicos formados em situacdo de estresse
ambiental, respondem também de forma especifica conforme o envolvimento de reacdes
metabolicas que se facam necessdrias.

Outro mecanismo de defesa ou tolerdncia a DH sdo os solutos
anfifilicos, que além de carboidratos, incluem compostos secunddrios como alcaldides,

flavondides e outros compostos fendlicos. A medida que a planta perde dgua, solutos
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anfifilicos sdo deslocados do citoplasma aquoso para a fase lipidica das membranas celulares,
mantendo a fluidez e evitando o enrijecimento das mesmas (HOEKSTRA et al.,, 1997,
GOLOVINA et al. 1998; OLIVER et al., 2001; HOEKSTRA et al., 2001; HOEKSTRA &
GOLOVINA, 2002).

O acimulo de L-prolina em plantas submetidas a deficiéncia hidrica
(DH) tem sido amplamente relatado na literatura. Destacam-se os relatos de Hare & Cress
(1997) e Stewart et al. (1977). Estes autores descrevem o fendmeno de acimulo de prolina e
sua relacdo com o aumento do fluxo de glutamato além da diminui¢do do catabolismo da
prolina. A via metabdlica responsavel pela biossintese de prolina é mediada pela enzima
pirrolina-5-carboxilato redutase (PSC) cuja atividade € influenciada diretamente por variacdes
no potencial osmético do citossol (WILLIAMSON & SLOCUM, 1992). Assim, a exposicao
das plantas a DH pode desencadear aumento da atividade da P5C, induzindo assim ao
actimulo de prolina nos tecidos. Com este acimulo, Delauney & Verma (1993) sugerem que o
aminodcido tem func¢do como elemento de ajuste osmético importante. Além disso, outras

func¢des sao comumente atribuidas a prolina, como estabilizador de estruturas e dismutador de

radicais livres (SARADHI et al., 1995).

2.5 Influéncia da deficiéncia hidrica no rendimento de 6leo essencial

A adaptabilidade de plantas em condi¢des de estresse € influenciada
pela sua duracdo e magnitude, além da variabilidade genética das espécies. A concentracdo de
principios ativos nas plantas depende do controle genético e também das interacdes gendtipo e
ambiente, que podem ser desencadeadas em condicdes de estresse, ou seja, excesso ou
deficiéncia de algum fator do meio ambiente, como 4gua, luz, temperatura, nutrientes, dentre
outros (ANDRADE & CASALL 1999)

Segundo Ingram & Bartels (1996), os conhecimentos correntes,

relativos aos sistemas que controlam as respostas a deficiéncia hidrica é muito fragmentado, e
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com muita pouca informacdo no estabelecimento das func¢des de algumas poucas proteinas
codificadas, a despeito dos muitos genes identificados em associacdo com a DH.

Considerando-se a tolerdncia a seca como uma caracteristica
poligénica, dificil de ser trabalhada no melhoramento genético cldssico, poucos programas de
melhoramento se empenham no estudo dessa caracteristica (BEEVER, 2000). Informagdes
sobre o efeito de condi¢des de estresse no metabolismo secundério de plantas sdo derivadas
principalmente de esfor¢cos da pesquisa, para maximizar a produgdo de constituintes ativos de
espécies medicinais, aromaticas e condimentares.

Como aplicacdo pratica, avancos no sentido de compreender a
influéncia de fatores ambientais na regulacdo da sintese de metabdlitos secundarios, podem
contribuir para a maximizacdo da producdo de compostos de interesse nestas espécies
(GERSHENZON, 1984). Segundo o autor, em plantas herbiceas e arbustos, existe uma
tendéncia de que os compostos terpénicos acumulem-se sob condicdes de estresse,
principalmente em DH moderada (potencial hidrico na folha aproximado de -1,5 MPa). Virios
autores (FARRANT, 2000; HOEKSTRA et al., 2001; OLIVER et al., 2001) fazem referéncia
a um provavel aumento na sintese de metabdlitos secundarios em plantas sob DH.

Em condi¢des de baixa disponibilidade de 4dgua no solo, vérios
processos metabdlicos nas plantas podem ser influenciados, como o fechamento estomatico, o
declinio na taxa de crescimento, o acimulo de solutos e compostos antioxidantes bem como a
super expressdo de genes especificos relacionados ao estresse (SINGH-SANGWAN et al.,
1994; SILVA & CASALLI 2000).

Em espécies de Thymus capilatu, a DH promoveu o aumento da
producdo de Oleos essenciais, com diminuicdo da fracdo fendlica e a irrigacdo aumentou a
quantidade dos acidos clorogénico, galico e caféico (DELITALA et al., 1996). Por outro lado,
plantas irrigadas podem compensar o baixo teor de principios ativos com maior produgdo de
biomassa, o que resulta em maior rendimento final destes compostos por drea cultivada
(CORREA JUNIOR et al., 1994). Poucos sdo os trabalhos referentes ao efeito da DH em
plantas medicinais, principalmente em relacdo aos produtos do metabolismo secundério. O
efeito sobre tais produtos parece variar bastante com o tipo, a intensidade e a duragdao do
estresse, podendo aumentar ou diminuir o teor de 6leos essenciais (ANDRADE & CASALI

1999).



13

A DH pode influenciar a composi¢ao quimica do 6leo. A fracdo de
monoterpenos em algumas espécies de Cymbopogon spp pode variar de acordo com a
intensidade e a duragdo da DH; com 45 dias de estresse moderado, hd aumento significativo de
geraniol e a diminuicdo de citral, em Cymbopogon nardus L. (RIEDL, 1997)

Simon et al. (1992) estudando DH em O.basilicum, encontraram
aumento no conteido do 6leo essencial e alteracdo na composi¢cdo do mesmo em DH leve (-
0.68 MPa) e moderada (-1.12 MPa). Em DH moderada, o contetido de 6leo passou de 3,1 para
6,2 uL g de massa seca. Hornok (1986) estudando DH em Artemisia dracunculus, encontrou
aumento na producdo massa fresca e seca, como também no conteido de 6leo essencial no
tratamento de maior tensdo de dgua no solo (somente nas fases criticas de brotamento,
ramificacdo e emissdo de gemas florais), comparado aos tratamentos ndo irrigado e com

freqiiéncias de irrigacdo a cada dois e quatro dias.

Chatterjee (1999) estudando o efeito da DH em Piper betle, relata
aumento no contedido de 6leo essencial e seus componentes na massa seca de plantas
submetidas a estresse moderado. Em contrapartida, observa reducdo da massa seca de folhas
para o mesmo estresse, anulando o efeito positivo que a elevacdo no conteido poderia ter no
rendimento de 6leo por planta ou por area plantada. Também, Marchese (1999) estudando o
efeito de diferentes niveis de DH em Artemisia annua, observou aumentos no conteudo de
artemisinina nos tratamentos com DH, comparativamente ao controle irrigado. Porém, os
aumentos nos contetidos de artemisinina foram anulados pela reducao da massa seca de folhas
dos tratamentos com DH, ndo resultando em maiores rendimentos de artemisinina por planta.

Silva et al (2002) estudando o efeito de diferentes niveis de estresse
hidrico sobre as caracteristicas de crescimento e a producdo de dleo essencial de Melaleuca
alternifolia Chell, afirmam que, com o aumento da tensdo de dgua no solo, houve incremento
no aumento da biomassa e nos tratamentos com DH, porém sem diferencas significativas na
concentracdo do 6leo essencial, exceto para o tratamento onde o nivel de DH foi mais severo.
Isto indica que a DH severa causa diminui¢do do teor de 6leo essencial, pois hd menor
producdo de biomassa seca, sem influenciar na composicdo quimica dos principais

componentes do 6leo essencial.
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Uma possivel explicagdo para os resultados contraditérios citados nos
pardgrafos anteriores pode ser encontrada no estudo da alocacdo de recursos (particdo de
assimilados) dentro da planta. As plantas alocam carbono de fontes (folhas e 6rgdos de
armazenamento) para drenos (meristemas ativos e sitios de acumulag¢do de reservas, como
idioblastos que acumulam alcaldides e taninos, ou tricomas glandulares que acumulam 6leos
esséncias, por exemplo). Quando a disponibilidade de recursos (luz, 4gua e nutrientes) € muito
limitada, ocorre uma redug¢dao na fotossintese e no crescimento. Quando os recursos
disponiveis para as plantas sdo muito escassos, a respira¢cdo de manutencdo e processos do
metabolismo primdrio recebe prioridade no uso do carbono disponivel (HERMS &
MATTSON, 1992). A forma exata da alocac@o de recursos entre crescimento € metabolismo
secunddrio, todavia, ainda ndo foi satisfatoriamente estabelecida para nenhuma espécie
vegetal. Entretanto, a teoria fonte/dreno, sugere uma relacio ndo linear entre taxa de
crescimento e metabolismo secunddrio, conforme demonstrado na Figura 2 (HERMS &

MATTSON, 1992).

assimilagdo
liguida

taxa de
crescimento
relatiwvo

metahbholismn
secundario

BFALA = DISPOHIBILIDADE DE RECUBRS0S — HALTA

Figura 2. Taxa de assimilacdo liquida, taxa de crescimento relativo e metabolismo secundario,

em resposta a mudancgas na disponibilidade de recursos (HERMS & MATTSON, 1992).

Quando as condicdes ambientais sdao favordveis, o crescimento

vegetativo geralmente recebe recursos prioritariamente, em detrimento do metabolismo
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secundério e do armazenamento. Conseqilientemente, variacdes quantitativas no metabolismo

secunddrio de plantas, € funcdo da variacdo da taxa de crescimento.

Sob condi¢des de estresse, fotossintese e crescimento niao respondem
igualmente a gradientes de dgua e nutrientes. Os processos de crescimento sdo rapidamente
afetados, ainda que sob estresses moderados de 4gua e nutrientes, principalmente a deficiéncia
hidrica, onde o decréscimo no turgor causa a interrup¢do do alongamento celular com
conseqiiente diminui¢cdo no crescimento. Todavia, a fotossintese liquida ndo € sensivel a
limita¢cdes moderadas destes recursos (HERMS & MATTSON, 1992; KRAMER & BOYER,
1995; LARCHER, 1995), como podemos verificar na Figura 3. Conseqiientemente, quando
ocorrem estresses moderados, impde-se uma limitagdo nos drenos relativos ao crescimento,
acumulando-se o excedente em carboidrato. Portanto, fatores que limitam o crescimento mais
que a fotossintese, como deficiéncias hidricas moderadas, baixas temperaturas e limitacao
relativa de nutrientes, podem aumentar o “pool” de carbono disponivel para alocacdo no
metabolismo secundério (Figura 2), com pouca ou nenhuma competi¢do com o crescimento

(HERMS & MATTSON, 1992; HARBORNE, 1993).

crescimento celular — -
sintese protéica
redutas=e nitrato
aumento ac. sbhsclsico -
decréscimo citocinina

fechamento estomatico -
reduglo da fotossintese | =0 mmmama=aa

disturbios respiragfo
murcha reversivel

senescéncia

—_— decréscimo do potencial de agua —_—

Figura 3. Funcdes e processos celulares dos vegetais afetados pela deficiéncia hidrica. As
linhas horizontais mostram as faixas de DH em que ocorrem reagdes na maioria das
espécies de plantas. A linha vertical indica o fechamento estomadtico (adaptado de

LARCHER, 1995).
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Portanto, em ambientes com abundancia de recursos, os processos de
crescimento recebem alocacdo prioritdria de recursos, decrescendo a disponibilidade relativa
de carbono para suportar o metabolismo secundério. J4 no outro extremo, nas situacdes onde o
nivel de recursos € muito baixo, a fotossintese e o crescimento sdo afetados e processos vitais
do metabolismo primdrio podem receber prioridade no uso de carbono em baixa
disponibilidade (HERMS & MATTSON, 1992; KRAMER & BOYER, 1995; LARCHER,
1995), ocorrendo uma reducdo na sintese de metabdlitos secundarios (HERMS & MATTSON,
1992).

2.6 Composicao do dleo essencial de Ocimum basilicum

A espécie Ocimum basilicum apresenta alta complexidade na
constituicdo de seus Oleos essenciais. Por definicdo, sdo misturas complexas, podendo conter
100 ou mais compostos organicos (WATERMAN, 1993), normalmente voldteis, aromaticos e
responsaveis pelo odor caracteristico da planta (MATOS, 1998).

Os terpenos e os fenilpropenos sdo as classes de compostos mais
abundantes no 6leo essencial encontrado na espécie. Os terpenos sao derivados da rota
metabolica do dcido mevaldnico e classificam—se de acordo com o nimero de carbonos como:
monoterpenos (10 carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos (20 carbonos),
sesterpenos (25 carbonos), triterpenos (30 carbonos) e tetraterpenos (40 carbonos) entre
outros. Cada composto possui blocos de 5 carbonos, denominados unidades de isoprenos. Os
monoterpenos sdo muito voldteis e normalmente predominam como componentes nos 6leos
essenciais, formando estruturas aciclicas, monociclicas e biciclicas.

Os fenilpropandides sao derivados da rota metabdlica do 4acido
chiquimico e apresentam estruturas formadas basicamente de anel aromético, constituido por
seis carbonos (WATERMAN, 1993).

Darrah (1974) cita que na composicdo do Oleo essencial de O.

basilicum, os compostos linalol, metil chavicol e eugenol, destacam-se como constituintes
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principais. Roque (1991) analisou a composi¢cdo dos Oleos essenciais de O. basilicum
determinando a composi¢do de cada quimiotipo: linalol (52 a 60%), eugenol (9 a 18%),
metilchavicol (2 a 4%), metil cinamato (2 a 5%), cineol (3 a 6%), y-terpineno (2 a 3%) e
terpinol-4-ol (1 a 3%).

Bustamante (1993) relata que a espécie O. basilicum pode apresentar
os seguintes quimiotipos: estragol (at€ 55%), cineol, eugenol, linalol, acetato de linalila,
canfora, ocimeno e pineno. Conforme relatado por Teske & Trentini (1995), a espécie pode
apresentar além desses compostos citados anteriormente, as seguintes substancias: linalol,
timol, geraniol e outros: taninos, saponinas e flavondides.

Sanda et al. (1998) analisaram amostras de O. basilicum coletados no
Togo, e encontraram que o composto principal foi o estragol ou uma mistura de estragol com
linalol.

Furlan (2000) analisou a composi¢do e rendimento de 6leos essenciais
de O. basilicum cv. genovese em fun¢do de diferentes doses de adubo. Neste trabalho, o autor
identificou 25 substancias presentes no 6leo. Destas, os que estdo em maior concentragao sao
o linalol (60%), & -muurolol (26%), eugenol (18%), « -bergamoteno (17%), 1,8 cineol (13%)
e y-cadineno (8%).

Teixeira et al (2000) estudaram a composi¢do do 6leo essencial em
Ocimum e encontraram os seguintes valores: linalol (42 a 53%), trans-bergamoteno (13 a

14%), 1,8 cineol (2 a 8%), epi- o -cadinol (5 a 7%), ¥ -cadineno (3 a 4%), germacreno D (2 a

3%), eugenol (1 a 3%), trans- & - farneseno (1 a 3%) e metileugenol (1 a 2%).

Viera et al. (2001) ressalta que ja foram encontrados os seguintes
valores para espécie de Ocimum encontrados no mercado e utilizados na medicina popular,
linalol (49,7%), 1,8 cineol (22%), metilchavicol (47%) e cinamato de metila (65,5%).

Essa diversidade em termos quantitativos e qualitativos do dleo
essencial pode ser explicada pelas diferentes varidveis climdticas e de cultivo que interferem
na composicdo do O6leo essencial de Ocimum (DURVELLE, 1930), como também do
polimorfismo responsédvel pela grande variedade de quimiotipos encontrados nas diferentes

espécies e variedades de Ocimum basilicum (TEIXEIRA et al. 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacao e instalacao do experimento

A parte experimental foi desenvolvida no Departamento de Producao
Vegetal - Setor de Horticultura da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - UNESP, Campus de
Botucatu-SP. As plantas foram conduzidas em casa de vegetacao (Foto 1), utilizando-se vasos
com capacidade de 5,0 kg de substrato. Os vasos foram colocados em bandejas, onde se
manteve 1amina de d4gua com aproximadamente 2 cm, considerando-se que a dgua ascendeu
por capilaridade em sistema de sub-irrigacao (Foto 2). Todos os vasos receberam quantidades
iguais de substrato, constituido por solo Latossolo Vermelho Escuro distréfico textura média

(Leq), segundo classificagdo feita por Carvalho et al. (1983). Este solo foi coletado na

Fazenda Experimental Lageado, na gleba denominada “Patrulha”.

A parte analitica do experimento foi conduzida no Departamento de
Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias - UNESP, Campus de Botucatu, SP. O
material coletado (folhas e inflorescéncias) foi processado e analisado quanto aos parametros
bioquimicos. A andlise da composicdo do 6leo, foi realizada na Unidade de Fitoquimica do

Instituto Agrondmico de Campinas — IAC, fazenda experimental Santa Elisa.
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agua ascendeu por capilaridade, ocupando apenas os
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Foto 2: No maejo da irrigaiio a

microporos do substrato.
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3.2 Material vegetal, instalacio do experimento de casa-de-vegetacio e manejo da

cultura

As plantas foram obtidas de sementes provenientes da Itdlia da espécie
Ocimum basilicum — cv. genovese, sendo que a semeadura foi feita em bandejas de isopor em
Dezembro de 2002 e transplantadas em Janeiro de 2003.

De forma preliminar, foi realizada a andlise da composi¢ao mineral do
solo no Laboratério do Departamento de Recursos Naturais - Ciéncia do Solo da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas - UNESP, Campus de Botucatu, SP, utilizando-se metodologia descrita
por Raij & Quaggio (1983). Apds a andlise, as caracteristicas quimicas do solo, segundo Raij

et al. (1996) e Embrapa (1997) estdo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1: Andlise quimica de um solo Latossolo Vermelho distréfico textura média (Led),

proveniente da gleba Patrulha, da FCA/UNESP — Botucatu, SP.

Solo pH M.O. P Al H+Al K Ca Mg SB CTC V% S

CaCl, gdm”® mgdm? mmol dm™
Led 4,2 14 2 12 7202 4 1 5 76 6 15
B Cu Fe Mn Zn
Mg dm”
0,18 1,1 102 0,4 0,1

Para elevar a V% a 80, foi aplicado calcédrio dolomitico, conforme
recomendacao de Furlan (2000). Todos os nutrientes com exce¢do do Nitrogénio foram
incorporados ao solo antes do transplantio e apds a calagem, sendo que apenas o N foi
parcelado, com aplicacio de cobertura de 0,2 g planta” de Uréia. Baseado nos resultados

apresentados no Quadro 1 e na recomendacdo descrita por Furlan (2000), para O. basilicum,
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formulou-se a adubacdo quimica do solo (para todos os tratamentos). Assim, aplicou-se 60 kg
ha™' de Nitrogénio, 45 kg ha™ de Fésforo e 60 kg ha de Potdssio.

Foram realizadas pulveriza¢des quinzenais com inseticida piretrdide,
fungicida e acaricida, para o controle fitossanitirio preventivo. Durante todo o experimento
nao foi constatado nenhum dano causado por praga ou doenga que fosse significativo para a

condu¢do do mesmo.

3.3 Delineamento experimental

Para realizacdo das andlises de inferéncia estatistica do experimento,
foi adotado um delineamento inteiramente casualizados recomendado para ensaios em casas
de vegetacdo, onde a maioria das varidveis experimentais € controlada (BANZATTO &
KRONKA, 1989; LITTLE & HILLS, 1990), no esquema fatorial 2 x 3, com 10 repeti¢des,
para estudar os efeitos do manejo de dgua sobre diversas caracteristicas de plantas de Ocimum
basilicum L. cv genovese conforme descrito no Quadro 2. Os resultados obtidos das
avaliacdes de campo e de laboratdrio foram submetidos a anédlise de variancia pelo Teste de F,
a 5% e 1% de significancia, utilizando o programa estatistico SISVAR 4.6.

As médias dos tratamentos submetidos a DH foram comparadas com
as médias de seus controles pelo teste de Tukey, onde foram realizadas andlises de
desdobramento tanto para os tratamentos como para cada época de amostragem.

Adotaram-se modelos de regressio para o estudo de uma
correspondéncia funcional que interage os valores dos tratamentos (T1 e T2) aos dados
analisados (E1, E2, e E3), os modelos de regressao adotados foram ajustados de acordo com o
cdlculo do coeficiente de determinagdao (R?), todas as equacdes de ajuste matemaético
apresentadas nos graficos foram obtidas através do programa SISVAR 4.6.

Para cada determinada época de amostragem (El1, E2 e E3) foram
coletadas 10 plantas por tratamento (T1 e T2), as épocas de amostragens, foram determinadas

de acordo com o potencial hidrico da folha, descrito no iten 3.4.
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Quadro 2: Delineamento experimental no esquema fatorial 2 x 3

Tratamentos Epocas de amostragem
E1 (épocal) E2 (época 2) E3 (época 3)
7 dias apos a suspensao | 9 dias apos a suspensao 10 dias apés a
da irrigaciao da irrigacido suspensao da irrigacio
T1 (controle) | T1 x Elontrole T1 x E2 controle T1 x E3 controle
T2 (DH) T2 x Elestresse leve T2 X E2estresse moderado T2 X E3estresse severo

3.4 Conducao dos tratamentos

Ap6s o transplantio para os vasos os tratamentos foram divididos. No
primeiro, denominado controle (T1), as plantas foram mantidas em sistema de sub-irrigacao
convencional até o final do experimento; No segundo tratamento, (T2) as plantas foram
submetidas a trés diferentes niveis de deficiéncia hidrica: leve (-0,8 MPa) , moderado (-1,4

MPa) e severo (-2,4 MPa), conforme ilustrados na Foto 3.

Controle (T1) " ; DH (T2)

Foto 3: A foto a esquerda mostra o tratamento controle com a presenca das bandejas (sub-
irrigagdo), a foto a direita mostra o tratamento submetido a deficiéncia hidrica onde

nota- se a auséncia das bandejas.
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As plantas atingiram 50% do florescimento em Mar¢o de 2003. Neste
estddio, suspendeu-se o fornecimento de dgua para as plantas do tratamento T2 (submetidas a
DH). As determinacdes do potencial de dgua das folhas (Wrn,) das plantas (Foto 4) foram
feitas ao amanhecer, padronizando-se as medidas em folhas da parte mediana das plantas
(pré-envolvidas com filme pléstico). Para tanto, utilizou-se uma camara de pressao digital da
ELE International, modelo ELL540-300 (bomba de pressao de Sholander), conforme técnica
descrita por Boyer (1995). Apés a supressdo da irrigacdo, acompanhou-se a evolu¢do da DH

das plantas e quando estas atingiram o Wy, determinado para os tratamentos, efetuou-se

avaliacdes biométricas descritas no item 3.5.

Foto 4: Detalhes da medi¢do do potencial de dgua das plantas utilizando-se a camara de

pressao.

As plantas do tratamento T2 foram submetidas a trés niveis de DH
sendo que o primeiro foi denominado Epoca 1 ou El potencial dgua considerado leve
(estresse leve; Wroma~ -0,8 MPa) as plantas atingiram esse potencial 7 dias apds a supressao da
agua. O segundo nivel, Epoca 2 ou E2 atingiu um estresse moderado (Wrona~ -1,4 MPa) 9 dias
ap6s a interrupgdo da subirrigacdo e o terceiro denominado Epoca 3 ou E3 atingiu um estresse
severo (Wroma~ -2,4 MPa) 10 dias apés a paralisacdo da subirrigacdo. Assim que as plantas
atingiram o potencial determinado para cada época de amostragem, comparou-se com O

tratamento controle (T1), o qual se manteve com potencial constante, durante todo o periodo
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do experimento (Wioma~ -0,3 a —0,5 MPa). As Fotos 5 e 6 demonstram alguns detalhes das
diferengas dos tratamentos.

Durante as diferentes épocas de amostragem foram coletadas 10

plantas de cada tratamento T1 (controle) e T2 (DH) para a realizacdo das andlises.

Foto 5: Diferencas visuais entre os dois tratamentos, T1 (controle) e T2 (deficiéncia hidrica).

Foto 6: Diferencas visuais entre os tratamentos T1 e T2 na época de amostragem (E3).
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Na Figura 4 observa-se que os potenciais determinados para cada

época de amostragem foram alcancados.

2,50 4
2,38
2,00 —a— T2 (DH)
—=— T1 (controle)
1,50 A
1,00 4
0.50 - 0.38 0.38 0,42
= ../.
0,00
El (estresse leve) E2 (estresse E3 (estresse
moderado) severo)

Figura 4: Valores médios de potencial de dgua no xilema das folhas de plantas de Ocimum
basilicum L. cv. genovese aferidos pela cadmara de pressio (MPa) nas diferentes

épocas de amostragem.
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3.5 Analises dos parametros biométricos.

Foram realizadas avaliagdes para determinacdo da drea foliar, volume

e massa de matéria seca de raiz, teor de clorofila e rendimento de biomassa vegetal.

3.5.1 Area foliar.

Para a determinacio da drea foliar (cm? planta™) foram coletadas as
folhas de cada planta, perfazendo um total de 10 plantas amostradas por época de amostragem
conforme atingiam o potencial dgua determinado (E1, E2 e E3) para cada tratamento (T1 e
T2), que posteriormente foram mensuradas por um medidor de 4rea doliar modelo LICOR LI-

3000.

3.5.2 Volume e massa de matéria seca de raiz

A amostragem do sistema radicular foi obtida através da separacdo do
solo e das raizes pela utilizacdo de peneiras. Para o cdlculo do volume de raiz, utilizou-se
proveta graduada com capacidade de 2 L, contendo um volume de 1 L de etanol a 70%. Apoés
a imersdo das raizes no alcool, os valores foram expressos em mL em funcdo do volume
aferido na proveta. Em seguida, o material foi mantido em estufa a 30°C, para secagem.
Quando o material atingiu peso constante, determinou-se a massa de matéria seca, expressa

em g planta”.
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3.5.3 Indice relativo de clorofila.

7z

O clorofilometro é um aparelho portdtil que realiza uma medida
instantinea e ndo destrutiva, denominada Indice Relativo de Clorofila (IRC) dando um valor
de absorbéancia do comprimento de onda na regido do vermelho (pico em 650 nm) pela folha
da planta, regidao de alta absorbancia pelas moléculas de clorofila. Varias pesquisas tém
demonstrado que o IRC se correlaciona bem o teor de clorofila em varias culturas (Marquard
& Tipton , 1987; Fanizza et al., 1991).

Durante o periodo das amostragens (E1, E2 e E3) foram feitas medidas
do indice relativo de clorofila (IRC — SPAD), com um medidor automadtico (modelo
Chlorophyll Meter SPAD-502 Minolta Co Japao) com teor do pigmento expresso em U
SPAD. Para esta determinacdo, amostrou-se 10 plantas por tratamento, totalizando 25 leituras
por planta, para o célculo do indice relatico de clorofila. As medidas foram feitas em 5 folhas
por planta com 5 repeticdes, elegendo-se para tanto as folhas recém maduras na regido

mediana das plantas.

3.5.4 Determinacao da massa de matéria fresca (MMF) e seca (MMS) da parte

aérea

Em cada época de amostragem do experimento foram coletados dados
para verificar a MMF e posteriormente a MMS da parte aérea das plantas (folhas, caule e
inflorescéncia), em g planta”. Esta andlise foi realizada com o objetivo de se avaliar a
produtividade da biomassa vegetal total. Para a condu¢do desta determinacdo, o material foi
acondicionado em sacos de papel e, apds a pesagem da matéria fresca, foram mantidos em
estufa com circulagéo de ar a 30°C £ 5 até peso constante, para posterior medida da massa de

matéria seca.
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3.6 Analises bioquimicas

3.6.1 Coleta e armazenamento do material vegetal

Para a realizacdo das andlises bioquimicas, foram coletadas 10 folhas
expandidas da regido mediana das plantas nas épocas pré-estabelecidas para cada amostragem
(E1, E2, E3) para os dois tratamentos (T1 e T2). Apds a coleta as folhas foram acondicionadas
em tubos pléasticos do tipo Falcon e imediatamente imersas em nitrogénio liquido para
congelamento rédpido. Em seguida, os tubos foram mantidos em Freezer a — 80 °C.

Para o processamento, as folhas foram moidas em almofariz, na
presenca de nitrogénio liquido, até a obtencdo de um pé fino. Apds pesagem, as amostras

foram armazenadas transferidas para frascos Eppendorf e armazenadas em Freezer a — 80 °C.

3.6.2 Procedimentos para obtencao do extrato bruto

As amostras armazenadas foram processadas para obtencdo de trés
diferentes extratos brutos. O primeiro foi obtido para a andlise do teor de L-prolina e os
demais, com algumas variagdes, foram obtidos especificamente para as andlises de atividade
enzimatica. Para o primeiro extrato (L-prolina), as amostras moidas de tecido foliar (100 mg)
foram ressuspensas em 5,0 mL de &cido sulfosalicilico (3 % em &gua destilada). Apds
centrifugacdo por 5 min a 4.000 x g a 4°C, o sobrenadante foi coletado e armazenado em
Freezer a - 80° C.

Os extratos para as andlises enzimdticas (SOD, CAT, PPO e POX) e
para a andlise da concentracdo de proteina, foram obtidos pela ressuspensdao de 300 mg do
material vegetal moido em 5,0 mL de tampao fosfato de potassio 0.1 M, pH 6.8 contendo 0,1
mM de EDTA. Apds centrifugacdo por 10 minutos a 4.000 x g a 4°C, o sobrenadante foi

coletado e armazenado em freezer a - 80° C.
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Para a obtencdo do extrato bruto relativo a andlise da atividade da
enzima APX, foram efetuadas algumas alteracdes. Amostras de 300 mg do material vegetal
moido foram ressuspensos em 5,0 mL de tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8 contendo
ImM de 4cido ascérbico. Apds centrifugacdo por 20 minutos a 12.000 x g a 4°C, o

sobrenadante foi coletado e armazenado em Freezer a - 80° C.

3.6.3 Determinacio do teor de proteina solivel total

A concentragdo de proteina soldvel presente nos extratos foi
determinada em triplicata, utilizando-se o método descrito por Bradford (1976) com albumina

de soro bovino (BSA) como proteina padrao.

3.6.4. Determinacao do teor de L-prolina

O teor de L-prolina (ug mL'lextrato) foi determinado utilizando-se o
método de Bates et al. (1973). Para a realiza¢ao do teste colorimétrico, pipetou-se aliquotas de
1,0 mL do extrato bruto; 1,0 mL de ninhidrina acida; 1,0 mL de 4cido acético glacial. Apds
aquecimento em banho-maria a aproximadamente 100 °C por 60 minutos, resfriaram-se os
frascos e efetuou-se leitura a 520 nm. Como referéncia, utilizou-se curva padrao com (0, 20,

40, 60, 80 e 100 mg) de L-prolina p.a .

3.6.5 Atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)

A determinagdo da atividade da SOD considerou a capacidade da

enzima em inibir a fotorreducao do NBT (Azul de nitrotetrazdlio cloreto). A atividade foi
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determinada pela adi¢do de 50 uL de extrato bruto a uma solug¢do contendo 13 mM de
metionina, 75 UM de NBT, 100 nM de EDTA e 2 uM de riboflavina em 3,0 mL de tampao
fosfato de potéssio 50 mM, pH 7.8, conforme descrito por (DEL LONGO et al, 1993).

A reacdo foi iniciada pela iluminagdo dos tubos, em camara composta
por tubos fluorescentes (15 W), a 25° C. Apds 5 minutos de incubagdo, o final da catdlise foi
determinado pela interrup¢do da luz (GIANNOPOLITIS & RIES, 1977). O composto azul
formado (formazana) pela fotoreducdo do NBT foi determinado pelo incremento na absor¢ao,
feita por espectrofotometria com leituras a 560 nm. Os tubos considerados branco para a
andlise receberam os mesmos reagentes, porém foram mantidos cobertos com papel aluminio,
portanto, abrigados da luz. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessdria para a inibicdo de 50 % da fotorreducdo do NBT. Para o cdlculo da atividade
especifica da enzima, considerou-se a percentagem de inibi¢do obtida, o volume da amostra e

a concentracao de proteina na amostra (Ug uL’l).

3.6.6 Atividade da enzima Catalase ( CAT; EC 1.11.1.6)

A atividade da enzima catalase foi determinada por medi¢do em
espectrofotometro a um comprimento de onda de 240 nm pelo monitoramento da variagao da
absor¢do do peréxido de hidrogénio, conforme Peixoto et al. (1999). Para o teste, 50 puL de
extrato bruto foram adicionados a 950 pL de um tampao fosfato de potassio 50 mM, pH7,0
suplementado com peréxido de hidrogénio a uma concentragdo final de 12.5 mM. A variagcao
da absorcdo (AE) foi calculada em um intervalo de 80 s, sendo a atividade da enzima calculada
utilizando-se um coeficiente de extin¢do molar € = 39,4 mM™’ cm™. A atividade especifica
(uKat pg Prot™) da catalase, levou em consideracdo a concentracdo de proteina soldvel no

teste.
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3.6.7 Atividade da enzima Peroxidase ( POX; EC 1.11.1.7)

A atividade da enzima foi determinada através da dilui¢ao (1:25) de
100 uL de extrato bruto adicionados a 4,9 mL de solu¢do tampdo fosfato de potdssio 25mM,
pH 6,8 contendo 20 mM de Pyrogallol e 20 mM H,0,. Apés 1 minuto a reagdo foi paralisada
adicionando 0,5 mL de H,SOy, a leitura da absorbancia foi feita a um comprimento de onda de
420 nm, (Kar, 1976). A atividade especifica (uKat ug Prot™) da enzima foi calculada usando-
se um coeficiente de extincado molar de 2,47 mM"' cm™! (PEIXOTO et al. 1999).

3.6.8 Atividade da enzima Polifenol Oxidase ( PPO; EC 1.10.3.2, EC 1.10.3.1 e EC
1.14.18.1)

A atividade da enzima polifenol oxidase (PPO) foi determinada
utilizando metodologia similar a empregada para a enzima POX (item 3.6.6), excetuando-se

deste método apenas a utilizacdo do H,O, (Per6xido de Hidrogénio).

3.6.9 Atividade da enzima Ascorbato Peroxidase (APX; EC 1.11.1.11)

Para a andlise da atividade da enzima APX, inicialmente preparou-se
uma solu¢do contendo uma aliquota de 100 pL de extrato bruto com 2,9 mL de tampao fosfato
de potéssio 50 mM, pH 6,0 (volume final de 3,0 mL). A esta solucdo acrescentou-se ascorbato
e peroxido de hidrogénio, em concentracdo final de 0.8 e 1 mM, respectivamente. A
determinagdo da variagdo negativa da absorc¢do, foi efetuada a 290 nm, sendo que a atividade
especifica da enzima (uKat pg Prot™) foi calculada a partir de um coeficiente de extingdo

molar de 2,8 mM™' cm’! (KOSHIBA, 1993).
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3.7 Analise da composicao quimica do 6leo essencial

Foram realizados procedimentos para extracdo, hidrodestilacio e a
composi¢do quimica do 6leo essencial em folhas e na inflorescéncia de plantas de Ocimum

basilicum L. cv. genovese.

3.7.1 Coleta e armazenamento do material vegetal

Para a realizacdo das andlises fda composi¢do quimica dos o6leos
essenciais, foram coletadas amostras de folhas e da inflorescéncia das plantas, nas épocas
definidas para cada amostragem. Apds a coleta as amostras foram acondicionadas em sacos de
papel e mantidas estufa a 30°C, para secagem. Ao atingir massa constante, foram separadas
amostras de 1,0 g de folhas e da inflorescéncia, para a realizacdo das avaliacdes quantitativas

(rendimento) e qualitativas (composi¢ao quimica) dos 6leos essenciais.

3.7.2 Rendimento do dleo essencial em folhas e na inflorescéncia de plantas de

Ocimum basilcum L. cv genovese

A anélise quantitativa do 6leo essencial foi realizada no laboratério do
Departamento de Quimica e Bioquimica no Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de
Botucatu.

O aparelho utilizado para a hidrodestilagdo foi um modelo Clevenger
modificado. As amostras (1g) foram colocadas em baldes (50 mL) contendo 30 mL de dgua
destilada. Ap6s a hidrodestilacdo em, o destilado (dgua + dleo essencial) obtido foi transferido
para um baldo (50 mL) contendo 30 mL de diclorometano. A solucio foi filtrada na presenca

de sulfato de sédio. O filtrado contendo diclorometano e o dleo essencial, foi transferido para
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rotaevaporador, para a destilacdo do diclorometano. A determinacdo quantitativa (rendimento
do dleo essencial) foi feita através da diferenca do peso dos baldes previamente tarados, em
balanca analitica.

Acrescentou-se aos baldes acetato de etila, (aproximadamente 3,0 mL)
e a solugdo (6leo essencial + acetato de etila) foi armazenada em vidros ambar hermeticamente

fechados e mantidos em geladeira a 4°C.

3.7.3 Determinacdo qualitativa do o6leo essencial de folhas e inflorescéncia de

Ocimum basilicum L. cv genovese

A andlise qualitativa do 6leo essencial foi realizada em cooperacao
com a Unidade de Fitoquimica no Instituto Agrondomico de Campinas — [AC, Fazenda
Experimental Santa Elisa, em Campinas, SP.

As andlises para identificacdo dos constituintes volédteis do o6leo
essencial foram realizadas em cromatdgrafo a gds, acoplado a espectrometro de massas
(Shimadzu, QP-5000) operando por impacto de elétrons (70 eV), com coluna capilar DB-5
(30m x 0,25mm x 0,25um). Injetou-se 1 pl de solug@o dos 6leos essenciais por amostra, split
1:20, hélio como gés de arraste (1,0 ml . m'l), injetor a 240°C e detector a 230°C. As andlises
foram conduzidas no seguinte programa de temperatura: 60°C — 240°C, 3°C min' A
identificacdo das substancias foi efetuada através da comparagdo dos seus espectros de massas

com as do banco de dados do sistema CG-EM (biblioteca Nist 62 lib.), e literatura (Mclafferty,
1989) e indice de retencao de Kovats (ADAMS, 1995).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise dos parametros biométricos

4.1.1 Area Foliar

A drea foliar (cm?) foi determinada ao final de cada periodo de
amostragem, e os resultados foram submetidos a andlise de variancia apresentados na Tabela
1. Para os tratamentos estudados nas condicdes do experimento, houve diferencas
significativas analisadas através do teste de F em nivel de 1% de significincia para a média
geral entre os tratamentos, e para interacao entre época e tratamento. O resultado para a média

geral nas épocas de amostragem nao apresentou diferengas significativas.

Tabela 1: Andlise de variancia para a area foliar das plantas de Ocimum basilicum L. cultivar

genovese em func¢do de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Causas de variacdo GL QM F
Tratamento 1 8932782,48 0,00001*
Epoca 2 162756,05 0,37863
Interacdo (tratamento x época) 2 2094928.,76 0,00001*
Residuo 54 164538,27

Total 59

CV (%) 20,57

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.



35

A andlise de desdobramento da interacdo entre tratamento e época
(Tabela 3). Os resultados obtidos foram significativos nos tratamentos (T1 e T2) interagindo
nas épocas E2 e E3 e para as épocas (El, E2 e E3) interagindo apenas no tratamento T1. A

interacdo entre a época e o tratamento T2 os resultados foram significativos em nivel de 5%.

Tabela 2: Anélise de variancia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) foliar das plantas de Ocimum

basilicum L. cultivar genovese em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL oM F
(Tratamento x E1) 1 9099,37 0,81050
(Tratamento x E2) 1 4935409,95 0,00001%*
(Tratamento x E3) 1 8178130,67 0,00001%*
Residuo 54 164538,2756

(Epoca x T1) 2 1565175,20 0,00031%*
(Epoca x T2) 2 692509,61 0,01952%*
Residuo 54 164538,27

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 3: Valores médios da 4rea foliar (cm” planta™) das plantas de Ocimum basilicum L.

cultivar genovese em funcao de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem

El E2 E3
T1 (Controle) 1868,89 Ab 252470 Aa 2580,18 Aa
T2 (DH) 1826,23 Aa 1531,18 Ba 1301,26 Ba

*#*%* As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2), dentro de cada época, e as letras mintsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.
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Na tabela 3 os resultados dentro do tratamento T1 apresentaram
diferencas estatisticas entre as épocas de amostragem, 0 mesmo ndo ocorreu no tratamento T2.

As diferengas entre os tratamentos (T1 e T2) ocorreram apenas nas épocas E2 e E3.
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Figura 5: Valores médios da drea foliar em cm? de folhas de Ocimum basilicum em fungdo de

diferentes niveis de DH.

Observa-se na Figura 5 que houve uma reducdo da &rea foliar em
funcdo do aumento da deficiéncia hidrica, significativa a partir do momento em que as plantas
atingiram estresse considerado moderado (-1,4 MPa).

Estes resultados concordam com outros autores que também estudaram
DH no cultivo de outras espécies medicinais, como Correa Junior et al. (1994), Kuki, (1997),

Charttejee, (1999), Silva et al. (2002), Correa & Nogueira, 2004 e Carvalho et al, (2005).
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A DH causa importante efeito na reducdo do crescimento vegetativo
afetando principalmente a expansdo e a divisdo celular. A expansdo celular é controlada pela
variacdo do potencial hidrico que através da pressdo de turgescéncia proporciona a forca
motriz para expansao celular das células no crescimento. Durante uma condi¢ido de DH leve, a
sintese de materiais na parede celular sofre apenas um pequeno retardo. A duragdo prolongada
da DH pode afetar principalmente a divisdo celular, causando danos importantes no
desenvolvimento vegetativo (BOYER, 1995)

A drea foliar total ndo permanece constante depois da maturacdo das
folhas (TAIZ & ZEIGER, 2004). Segundo estes autores, se as plantas sofrerem estresse por
caréncia hidrica ap6s um grande desenvolvimento foliar, entdo estas entram em senescéncia e
finalmente morrem. Este ajustamento da drea foliar € uma mudan¢a de longo termo, que
melhora muito a aptidao das plantas em ambiente com limitac¢do hidrica, sendo que a abscisdo
durante o estresse hidrico resulta largamente do aumento da sintese e da sensibilidade dos
tecidos ao hormonio etileno.

A reducgdo da drea foliar em plantas sob estresse pode se traduzir em
estratégia de sobrevivéncia, com o intuito de diminuir a drea disponivel a transpiracao.

(CORREA & NOGUEIRA, 2004).

4.1.2 Volume e massa de matéria seca de raiz.

Conforme andlises de varidncias apresentadas nas Tabelas 4 e 5,
observar-se diferencas significativas em nivel de 1% quando analisadas pelo teste F, para as
médias gerais dos tratamentos (T1 e T2), e suas interagdes com as épocas de amostragem. Para

as demais varidveis analisadas nao houveram diferengas significativas para as médias gerais.
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Tabela 4: Andlise de variancia para o volume de raiz das plantas de Ocimum basilicum L.

cultivar genovese em func¢do de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Causas de variacdo GL QM F
Tratamento 1 118815,00 0,00001%*
Epoca 2 428,75 0,75211
Interacdo (tratamento x época) 2 9863,75 0,00275%*
Residuo 54 1496,75

Total 59

CV (%) 32,93

* %% significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 5: Andlise de variancia para a massa de matéria seca de raiz das plantas de Ocimum

basilicum L. cultivar genovese em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Causas de variacdo GL QM F
Tratamento 1 1488,62 0,00003*
Epoca 2 101,98 0,20332
Interagdo (tratamento x época) 2 50,05 0,45225
Residuo 54 62,50

Total 59

CV (%) 30,98

*, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente

Na Tabela 6 verifica-se que apenas para o desdobramento entre
(ExT1) nao apresentou diferencas significativas, para as demais interacdes os resultados foram
significativos.

Na Tabela 7 observa-se que para o desdobramento dos tratamentos (T1
e T2) houve diferencas a 1% de significancia pelo teste F nas épocas E2 e E3. Para os demais

resultados ndo houve diferencgas significativas.
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Tabela 6: Anélise de variancia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e

dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para o volume de raiz das plantas

de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em func¢do de diferentes niveis de

deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL QM F
(Tratamento x E1) 1 7411,25 0,030317%**
(Tratamento x E2) 1 56711,25 0,00001*
(Tratamento x E3) 1 74420,00 0,00001%*
Residuo 54 1496,75

(Epoca x T1) 2 3182,50 0,12662
(Epoca x T2) 2 7110,00 0,01220%*
Residuo 54 1496,75

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 7: Anélise de variancia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e

dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para massa de matéria seca de

raiz das plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcio de diferentes

niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL QM F
(Tratamento x E1) 1 219,51 0,06564
(Tratamento x E2) 1 834,63 0,00063*
(Tratamento x E3) 1 534,57 0,00491*
Residuo 54 62,15

(Epoca x T1) 2 59,59 0,38580
(Epoca x T2) 2 92,44 0,23150
Residuo 54 62,15

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Nas Tabelas 8 e 9 estdo descritos as andlises de desdobramento pelo

teste de Tukey para as varidveis estudadas. A Tabela 9 demonstra que dentro do tratamento T1
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(controle) ndo houve diferencgas estatisticas. Para o T2 (DH) houve diferengas significativas
entre as épocas de amostragem. J4 as diferencas entre os tratamentos (T1 e T2) ocorreram em

todas as épocas de amostragem.

Tabela 8: Valores médios do volume de raiz (ml ) das plantas de Ocimum basilicum L. cultivar

genovese em func¢do de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 141,5 Aa 170,5 Aa 174,0 Aa
T2 (DH) 103,0 Ba 64,0 Bab 52,0 Bb

*#*%% As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2), dentro de cada época, e as letras mintsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as €pocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.

Na Tabela 9 observa-se que ndo houve diferengas estatisticas para os
tratamentos (T1 e T2) em fungdo das épocas de amostragem. Com relacdo as épocas de

amostragem, houve diferencgas entre os tratamentos nas épocas E2 e E3

Tabela 9: Valores médios da massa de matéria seca de raiz (g planta™) das plantas de Ocimum

basilicum L. cultivar genovese em fun¢do de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 30,34 Aa 32,91 Aa 28,03 Aa
T2 (DH) 23,72 Aa 19,99 Ba 17,69 Ba

*#*% As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2), dentro de cada época, e as letras mintsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as €pocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.

A relacao raiz-parte aérea depende de uma complexa rede de processos
nutricionais e do desenvolvimento (TAIZ & ZEIGER, 2004). Estes autores ainda argumentam
que pode-se considerar a existéncia de um balango funcional entre a absor¢do de dgua pelas

raizes e a fotossintese na parte aérea. A parte aérea de uma planta crescerd em funcdo da
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absor¢do de dgua pelas suas raizes, sendo que a dgua é o fator limitante de crescimento.
Simultaneamente quando as plantas sdo submetidas em DH os dpices radiculares comecam a
perder turgidez. Portanto o crescimento radicular se processa essencialmente em zonas que
permanecam umidas. Assim, € freqiiente encontrar-se um sistema radicular essencialmente
superficial quando todas as camadas estdo umidas, e quando as camadas superficiais comecam
a secar ocorre um crescimento radicular para dreas mais profundas do solo (TAIZ & ZEIGER,

2004).
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Figura 6:Valores médio para o volume de raiz (ml) de plantas de Ocimum basilicum em

funcdo de diferentes niveis de DH.
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Conforme dados apresentados nas Figuras 6 e 7 observou-se que tanto

para o volume de raiz como para a massa de matéria seca de raiz, existe relacdo significativa

inversa e crescente entre a area radicular e a DH. Resultados semelhantes foram encontrados

por Hsiao, (1990). O autor relata que em gramineas, além da inibi¢do do crescimento, a DH

pode alterar o desenvolvimento e a morfologia vegetal. Ao contrdrio, Correia & Nogueira

(2004) relatam que em Arachis hypogaea L. submetidas a DH leve, esse tipo de resposta

podera estar associado a um mecanismo de tolerancia ao estresse hidrico, considerando-se que

em condic¢des de baixa disponibilidade de 4gua no solo, as plantas investem mais biomassa no

sistema radicular, objetivando aumentar a capacidade de absorcio de nutrientes. Costa (2001)
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explica que com a DH, ocorre decréscimo na drea radicular, causado pela perda de dgua pelas
células radiculares, as quais tendem a perder a turgidez. Quando as raizes se desidratam, a sua
superficie de contato com o solo diminui, influenciando na absor¢ao da dgua. Além disso, com
a retracao da raiz provocada pela DH, pode ocorrer a quebra dos pélos radiculares fixados ao

solo.

4.1.3 Indice relativo de clorofila.

Baseado nos resultados da anélise de variancia apresentados na Tabela
10 verifica-se que o indice relativo de clorofila (IRC - unidades SPAD) foi significativo pelo

teste Fa 1e 5% para todas as médias analisadas.

Tabela 10: Andlise de variancia para o indice relativo de clorofila das plantas de Ocimum

basilicum L. cultivar genovese em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Causas de variacao GL QM F
Tratamento 1 57,62 0,00682*
Epoca 2 151,72 0,00001*
Interacdo (tratamento X época) 2 34,85 0,01222%*
Residuo 54 7,27

Total 59

CV (%) 8,61

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.
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Tabela 11: Anélise de variincia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para o indice relativo de clorofila
das plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcado de diferentes niveis

de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL QM F
(Tratamento x E1) 1 3,87 0,46901
(Tratamento x E2) 1 29,28 0,04990%**
(Tratamento x E3) 1 94,17 0,00070*
Residuo 54 7,27

(Epoca x T1) 2 23,17 0,04800%**
(Epoca x T2) 2 163,40 0,00001%*
Residuo 54 7,27

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 12: Valores médios para o indice relativo de clorofila (IRC - unidades SPAD) das
plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fun¢do de diferentes niveis de

deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 34,06 Aa 31,25 Aa 31,64 Aa
T2 (DH) 34,94 Aa 28,83 Bb 27,30 Bb

*#*% As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2), dentro de cada época, e as letras mintsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.

A Tabela 12 demonstra que na época (El) para a andlise de
desdobramento entre os tratamentos T1 (controle) e T2 (DH), e dentro do desdobramento do
tratamento T1 os resultados ndo apresentaram diferencas estatisticas. Para todas as outras

andlises de desdobramentos das médias, houve diferencga estatistica.
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Figura 8: Valores médios para o indice relativo de clorofila (IRC - unidades SPAD) de plantas

de Ocimum basilicum em fun¢ao de diferentes niveis de DH

Observou-se que o indice relativo de clorofila (Figura 8) ndo foi
influenciado quando a planta foi submetida a estresse leve. Este resultado corrobora a
informacao corrente na literatura e assemelha-se o encontrado por Herms & Mattson, 1992;
Kramer & Boyer, 1995; Larcher, 1995. Estes autores relatam que os processos de crescimento
parecem ndao ser muito rapidamente afetados pela DH. Estresse progressivo em nivel
moderado ou severo afeta e paralisa a capacidade fotossintética. Isto trds por conseqiiéncia a
interrupcao do suprimento de CO, com prejuizo no acimulo de matéria seca, vital para o

desenvolvimento vegetativo.



46

z

A taxa de fotossintese liquida nas folhas € raramente sensivel a
estresse leve, assim como a expansdo foliar. A razdo para isto € que a fotossintese € muito
menos sensivel a alteragdes de turgidez do que a expansao foliar. (COSTA, 2001).

No estabelecimento da DH a eficiéncia fotossintética do uso da dgua
pode aumentar, porque o fechamento parcial dos estobmatos afeta mais a transpiracdo, do que a
que a absorcao do CO,. No entanto, a medida que o estresse se torna mais severo a relagao
entre CO, absorvido na fotossintese e vapor de dgua perdido na transpira¢do vai diminuindo, e
por conseqiiéncia a inibi¢do do metabolismo da folha vai se acentuando (TAIZ & ZEIGER,
2004).

Segundo Rey et al. (1999), sob condi¢cdes moderadas de DH, ocorre
reduc@o na assimilacdo fotossintética de CO, devido ao aumento da resisténcia a difusdo do
mesmo, em conseqiiéncia do fechamento estomatico. A DH severa, por outro lado, favorece a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, que danificam as plantas oxidando pigmentos
fotossintéticos, lipideos de membrana, proteinas e 4cidos nucléicos. Decréscimos nos teores de
clorofila ou proteina podem, portanto, ser sintoma caracteristico de estresse oxidativo e tem
sido verificado em plantas sob DH (SMIRNOFF, 1995).

Ejert & Tevini (2002) ndo verificaram alteracdo significativa nos
teores de clorofila, proteinas e compostos antioxidantes quando plantas de Allium
schoenoprosum foram submetidas a DH, o que segundo eles indica auséncia de estresse
oxidativo. Apesar da destruicio de pigmentos fotossintéticos devido a dano oxidativo ser
sintoma comum em plantas expostas a estresse hidrico severo, as plantas podem, segundo
estes autores proteger-se através da biossintese de compostos antioxidantes (carotendides,
ascorbato, a-tocoferol, glutationa e flavondides) e aumentando o teor de enzimas
antioxidativas (peroxidases, superéxido dismutase e catalases).

Carvalho (2003) estudando a relacdo entre a disponibilidade de dgua
no solo em funcdo do crescimento de Artemisia, afirma que a concentracdo de clorofila
(SPAD) tende a diminuir quando as plantas sdo submetidas a DH, indicando inicio da

senescéncia foliar.
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4.1.4 Producao da massa de matéria fresca e seca da parte aérea.

Através das andlises apresentadas nas Tabelas 13 e 14 verifica-se que
os resultados foram iguais, sendo que os resultados foram significativos somente para as
médias gerais nas diferentes épocas de amostragem.

Tabela 13: Anélise de variancia para a massa de matéria seca total da parte aérea de plantas de

Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fun¢do de diferentes niveis de deficiéncia

hidrica.
Causas de variacao GL QM F
Tratamento 1 100,00 0,00760*
Epoca 2 5,71 0,64676
Interagdo (tratamento x época) 2 52,55 0,02322%*
Residuo 54 13,01
Total 59
CV (%) 9,20

*, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 14: Andlise de varidncia para a massa de matéria fresca total da parte aérea de plantas
de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcdo de diferentes niveis de

deficiéncia hidrica.

Causas de variacdo GL QM F
Tratamento 1 26282,22 0,00002%*
Epoca 2 500,56 0,18178
Interacdo (tratamento x época) 2 7312,57 0,00004*
Residuo 54 284,37

Total 59

CV (%) 12,85

* | ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.
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Os valores indicados na Tabela 15 para a andlise de desdobramento
dos tratamentos pelo teste F (T1 e T2), demonstram que houve diferencgas significativas. Para
as épocas de amostragem E2 e E3 e para os demais resultados ndao houve diferencas
significativas.

Tabela 15: Anélise de variincia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para a massa de matéria seca total
da parte aérea de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fungao de

diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL oM F
(Tratamento x E1) 1 3,90 0,58607
(Tratamento x E2) 1 47,74 0,06070%**
(Tratamento x E3) 1 153,45 0,00114%*
Residuo 54 13,01

(Epoca x T1) 2 27,96 0,12391
(Epoca x T2) 2 30,30 0,10496
Residuo 54 13,01

*, *#* significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 16: Anélise de variincia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para a massa de matéria fresca
total da parte aérea de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcio

de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL QM F
(Tratamento x E1) 1 5,43 0,8906
(Tratamento x E2) 1 11363,09 0,00003*
(Tratamento x E3) 1 29538,83 0,00003*
Residuo 54 284,37

(Epoca x T1) 2 4150,46 0,00002%*
(Epoca x T2) 2 3662,66 0,00002%*
Residuo 54 284,37

*, *#* significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.
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Na Tabela 16 verifica-se que nos tratamentos (T1 e T2) houve
diferengas significativas pelo teste F nas épocas de amostragem E2 e E3. Para a andlise de
desdobramento dentro das épocas de amostragem (E1, E2 e E3) encontrou-se diferengas

significativas nos diferentes tratamentos (T1 e T2)

Tabela 17:Valores médios para a massa de matéria seca total da parte aérea (g planta'l) da
parte aérea de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fungdo de

diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 38,58 Aa 41,37 Aa 41,58 Aa
T2 (DH) 39,47 Aa 38,28 Aa 36,04 Ba

**%* As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2), dentro de cada época, e as letras mintsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.

Tabela 17 de acordo com as médias encontradas nos diferentes
tratamentos e épocas de amostragem, verifica-se que apenas para andlise de desdobramento na

época de amostragem E3, ocorreu diferenca estatistica entre os tratamentos T1 e T2.

Tabela 18:Valores médios para a massa de matéria fresca total da parte aérea (g planta™) da
parte aérea de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fungdo de

diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 128,93 Ab 160,89 Aa 166,80 Aa
T2 (DH) 127,89 Aa 113,22 Ba 89,94 Bb

*#*% As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2), dentro de cada época, e as letras mintsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.



50

Analisando os dados da Tabela 19 encontrou-se diferenca significativa
entre os tratamentos (T1 e T2) somente entre as das épocas de amostragens (E2 e E3). Para
andlise dentro de cada tratamento (T1 e T2) verificou-se diferencas significativas em ambos
os tratamentos, sendo que no tratamento T1 a diferenga ocorreu na época E1 e no tratamento

T2 esta ocorréncia foi na época E3.
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Figura 9: Valores médios para massa de matéria seca e fresca total (g planta™) da parte aérea
(folhas + caule + inflorescéncia) de plantas de Ocimum basilicum em fungdo de

diferentes niveis de DH
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A Figura 9 demonstra que o rendimento de MMS diminuiu
significativamente para o tratamento de DH severo (Tabela 19), enquanto que a MMF foi
influenciada significativamente com os tratamentos moderado e severo (Tabela 20). De modo
geral, ocorre este efeito de diminuic@o destes parametros sendo que os resultados encontrados
concordam com vdrios autores em diferentes plantas medicinais (HSIAO, 1990; HERMS &
MATTSON, 1992; ALCANTARA e NOGUEIRA, 1992 CORREA JUNIOR er al.1994;
KRAMER & BOYER, 1995; LARCHER, 1995; CHARTTEIJEE, 1999; SILVA et al.(2002). A
perda de &4gua pode reduzir o potencial hidrico das plantas, causando diminuicdo na
turgescéncia, condutincia estomdtica, fotossintese e, finalmente, menor crescimento e
produtividade (KUMAR & SINGH, 1998). Carvalho et al (2005) trabalhando com tanacetum
parthenium em diferentes niveis de DH, constataram reducdo no crescimento das plantas.
Provavelmente, conforme os autores, essa reducdo ocorre em funcdo da inibi¢do ou
interrup¢do do crescimento de raizes como resultado da diminui¢do no suprimento de
nutrientes as plantas.

Os valores encontrados para nas plantas do tratamento controle (T1)
em Ocimum, situam-se proximos aos encontrados na literatura para a MMS e MMF da parte
aérea (FURLAN, 2000; CHAVES, 2001).

Na planta, tanto o crescimento quanto o desenvolvimento e a
translocacdo de fotoassimilados encontram-se ligados a disponibilidade hidrica do solo
(FANCELLI & DOURADO-NETO, 2000). No processo de fotossintese, a falta d'dgua
influencia no acimulo de matéria seca, limitando a disponibilidade de CO; e os processos de

elongacdo celular (EMBRAPA, 1993).
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O controle
B estresse leve
k4 estresse moderado

E estresse severo
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Figura 10: Valores médios para massa de matéria seca e fresca de cada 6rgdo (g planta™) da

parte aérea (folhas + caule + inflorescéncia) de plantas de Ocimum basilicum em

funcdo de diferentes niveis de DH

A Figura 10 discrimina os valores totais apresentados na Figura 9,

subdivididos por 6rgao analisado. A figura indica que houve maior indice de varia¢do entre os

diferentes tratamentos na varidvel MMF. O que nao ocorreu para a MMS.

Observou-se ainda que, durante a conducio dos experimentos, ocorreu

queda acentuada de inflorescéncias nas plantas do tratamento com DH moderado a severo

(Figura 10).
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Segundo Kudrev (1994), a DH interrompe o processo de crescimento,
ndo apenas pela diminuicdo do acimulo de massa fresca e seca, mas também alterando o

processo de crescimento e acelerando os processos catabdlicos.

4.2 Analises bioquimicas

4.2.1 Determinacio do teor de proteina solavel total

Conforme resumido na Tabela 19, observou-se que a variagdao do teor
de proteina soluvel total em folhas foi significativo pelo teste F em nivel de 1% para as médias

gerais dos tratamentos (T1 e T2).

Tabela 19: Andlise de variincia da concentracdo de proteina em folhas de plantas de Ocimum

basilicum L. cultivar genovese em fungdo de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Causas de variacao GL QM F
Tratamento 1 17,92 0,00009*
Epoca 2 0,78 0,18881
Interacdo (tratamento x época) 2 1,47 0,05322
Residuo 18 0,42

Total 23

CV (%) 11,29

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Na Tabela 20 a andlise de desdobramento dentro das épocas de
amostragens indica que todos os resultados foram significativos, ou seja, em cada época
avaliada os tratamentos T1 e T2 diferiram entre si estatisticamente. Para a andlise de
desdobramento dentro dos tratamentos, somente houve diferencas estatisticas entre as épocas

de amostragens dentro do tratamento T2 (DH).
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Tabela 20: Anélise de variincia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para a concentragdo de proteina
em folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcdo de

diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL QM F
(Tratamento x E1) 1 2,70 0,02155%*
(Tratamento x E2) 1 3,40 0,01122%%*
(Tratamento x E3) 1 14,76 0,00004 *
Residuo 18 0,42

(Epoca x T1) 2 0,05 0,87961
(Epoca x T2) 2 2,20 0,01612%%*
Residuo 18 0,42

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 21: Valores médios da concentracdo de proteina (ug uL™) em folhas de plantas de

Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia

hidrica.
Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 6,57 Aa 6,58 Aa 6,78 Aa
T2 (DH) 5,41 Ba 5,27 Ba 4,06 Bb

*#*% As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2) dentro de cada época, e as letras mindsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.

O teste de Tukey apresentado na Tabela 21 demonstra que na anélise
de desdobramento para as médias nas épocas de amostragem (E1, E2 e E3), houve diferencas
entre os tratamentos T1 (controle) e T2 (DH). Na anélise de desdobramento dentro de cada

tratamento, somente na época E3 a média diferiu no bloco T2 (DH).
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Figura 11: Valores médios para a concentra¢io de proteina total soldvel (ug uL™) em folhas

de plantas de Ocimum basilicum em fungdo de diferentes niveis de DH

A andlise do teor de proteinas soliveis nas folhas é um pardmetro de
referéncia para os resultados do teor de L-prolina e utilizado para o cdlculo da atividade de
vdrias enzimas. Como as atividades das enzimas, estdo diretamente ligadas ao teor de proteina
soliuvel nas folhas, pode-se previamente inferir que as mesmas tiveram suas atividades
alteradas em funcdo da DH. Resultados preliminares (Leonardo, 2003 e Tonin, 2005),
demonstraram que a salinidade interferiu no teor de proteina total em pimentao.

Conforme ilustrado na Figura 11 observou-se que com o aumento da

DH houve uma redugdo dréstica (62%) na concentragdo de proteinas.



56

Pessarakli (1989) e Hsiao (1990) relatam que quando as plantas estdo
submetidas a DH, ocorrem alteracdes no metabolismo e na estrutura celular, notadamente na
diminui¢do da sintese de proteinas com aumento da concentracdo de aminodcidos livres
especialmente a L-prolina.

Ascher et al (1997) descrevem que em plantas submetidas a condi¢oes
ambientais adversas, ocorrem alteragdes no seu metabolismo primario. Em nivel do complexo
protéico, podem ocorrer mudangas na estrutura conformacional. Os autores afirmam que em
condic¢des de estresse pode ocorrer decréscimo no teor de proteinas, em fun¢ao do aumento da

sintese de proteases.

4.2.2 Determinacao do teor de L-prolina.

A Tabela 22 demonstra que todos os tratamentos aplicados avaliados

foram significativos pelo teste F em nivel de 1% de significancia.

Tabela 22: Andlise de varidncia do teor de L-prolina em folhas em folhas de plantas de

Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia

hidrica.
Causas de variacdo GL QM F
Tratamento 1 106,21 0,00005%*
Epoca 2 32,95 0,00011°%*
Interacdo (tramento x época) 2 32,80 0,00011*
Residuo 18 1,92
Total 23
CV (%) 51,02

* | ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Na Tabela 23 esta apresentado o resumo da andlise do desdobramento

da interacdo entres os tratamentos e as épocas de amostragem. Todos os resultados avaliados
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foram significativos pelo teste F, exceto para a andlise do desdobramento dentro da época de

amostragem E1, onde ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos T1 e T2.

Tabela 23: Anélise de variancia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para o teor de L-prolina em
folhas em folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fun¢do de

diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL oM F
(Tratamento x E1) 1 0,28 0,70650
(Tratamento x E2) 1 28,91 0,00111%*
(Tratamento x E3) 1 142,63 0,00004*
Residuo 18 1,92

(Epoca x T1) 2 0,01 0,99910
(Epoca x T2) 2 65,76 0,00004*
Residuo 18 1,92

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 24: Valores médios do teor de L-prolina (ug ml'l(extmm)) em folhas de plantas de

Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fungdo de diferentes niveis de deficiéncia

hidrica.
Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 0,60 Aa 0,64 Aa 0,61 Aa
T2 (DH) 0,97 Aa 4,44 Bb 9,05 Bc

*#*%* As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2) dentro de cada época, e as letras mindsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.

A Tabela 24 revela que para andlise de desdobramento em cada
tratamento, somente no tratamento T2 (DH) as épocas de amostragens diferiram

estatisticamente. E todas as épocas (E1, E2 e E3) diferiram os seus resultados médios entre si,
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z

demonstrando que o aumento do teor de L-prolina é muito influenciado por situagdes de
deficiéncia hidrica. Com relacdo ao desdobramento em cada época de amostragem, somente

nas épocas (E2 e E3) os tratamentos T1 e T2 diferiram entre si.
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Figura 12: Valores médios para a concentracio de L-prolina (ug pL™") em folhas de Ocimum

basilicum em fun¢do de diferentes niveis de DH.

A Figura 12 demonstra que houve actmulo de L-prolina, a partir do
momento em que a planta foi submetida a uma DH moderada (E2).

O acumulo de prolina esta diretamente ligado a manutengcdao do
potencial hidrico interno das células das plantas, a fim de manter o gradiente de potencial
necessdario para a absor¢do de dgua. Vdrios autores argumentam que o acimulo deste

aminodcido ocorre em fun¢do do aumento da hidrdlise de proteinas em situacdes de estresse, o
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que foi confirmado no presente experimento (Figura 11) e reportado na literatura (HUBER et
al. 1977; TORELLO & RICE, 1986; THOMAS et al., 1992, LEONARDO, 2003 e TONIN,
2005, CARVALHO et al, 2005).

Acredita-se que aminoacidos livres, como a prolina, ajam como
protetores celulares em plantas submetidas a estresses, por atuarem como reserva de
nitrogénio, osmo-soluto e protetor hidrofébico de enzimas e estruturas celulares (MADAN et
al., 1995; SOMAL & YAPA, 1998). Marur et al. (1994), sugeriram que o aumento no teor de
aminodcidos livres poderia contribuir na tolerancia da planta a DH por meio de aumento no
potencial osmético. As plantas diminuem o seu potencial osmético pelo acimulo de prolina e
de outros solutos nos vacuolos celulares (ajustamento osmético), ou caracterizando-se como
reserva de nitrogénio, principalmente na sintese de enzimas especificas.

O mecanismo de acimulo de L-prolina em situagdes estressantes,
entretanto, ndo € ainda claramente entendido. Decréscimo nos niveis de proteina poderia,
segundo Marur et al. (1994), refletir em diminui¢@o da sintese ou em aumento da degradagao,
levando a altos niveis de aminodcidos livres. Segundo Madan et al. (1995), o maior teor de
prolina pode ser devido, também, a maior atividade das enzimas envolvidas na biossintese de
prolina (ornitina aminotransferase e pirrolina-5-carboxilase redutase) tanto quanto devido a

inibicdo da enzima de degradacdo, a prolina oxidase.

4.2.3 Determinacao da atividade da enzima Superoéxido Dismutase (SOD; EC 1.15.1.1).

A andlise para a atividade da enzima SOD apresentados na Tabela 26,
demonstra que tanto para as médias gerais dos tratamentos (T1 e T2), e para todas as épocas
de amostragens (El1, E2 e E3) os resultados foram significativos em nivel de 1% de
significancia.

A Tabela 25 indica que para a andlise realizada dentro de cada época
de amostragem, os tratamentos T1 e T2 diferiram estatisticamente em todas as épocas
amostradas. A andlise de desdobramento dentro de cada tratamento indica que apenas no
tratamento T2 as épocas de amostragem apresentaram diferencas, enquanto que para o

tratamento T1, as épocas de amostragem ndo apresentaram diferencas significativas.
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Tabela 25: Andlise de variancia da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em
folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fun¢do de diferentes

niveis de deficiéncia hidrica.

Causas de variacao GL QM F
Tratamento 1 19676,82 0,00004*
Epoca 2 2874,59 0,00111%*
Interacdo (tratamento x época) 2 3180,18 0,00077*
Residuo 18 281,07

Total 23

CV (%) 12,94

* | ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 26: Anélise de variincia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para a atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD) em folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar

genovese em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL oM F
(Tratamento x E1) 1 1969,72 0,01644*
(Tratamento x E2) 1 2772,14 0,00577*
(Tratamento x E3) 1 21295,32 0,00002*
Residuo 18 281,07

(Epoca x T1) 2 12,70 0,95700
(Epoca x T2) 2 6042,07 0,00004*
Residuo 18 281,07

* | ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Na Tabela 27 observou-se que dentro do tratamento T1 ndo houve
diferengas estatisticas entre as €pocas de amostragem. No tratamento T2 as diferencas
ocorreram somente na época E3. As diferencas estatisticas dentro de cada época de

amostragem ocorreram em todos os periodos (E1, E2 e E3).



61

Tabela 27:Valores médios da atividade da enzima superéxido dismutase (U SOD pg Prot™)
em folhas de plantas de O. basilicum L. cultivar genovese em funcio de diferentes

niveis de deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 100,24 Aa 102,98 Aa 99,63 Aa
T2 (DH) 131,62 Ba 140,21 Ba 202,82 Bb

*#*%% As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2) dentro de cada época, e as letras mindsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.
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Figura 13: Valores médios para a atividade da enzima SOD (U SOD pg Prot™") em folhas de

plantas de Ocimum basilicum em func¢ado de diferentes niveis de DH.
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Observou-se (Figura 13) que a atividade da SOD aumentou em relagdo
ao aumento da severidade da DH. Segundo Miszalski et al. (1998) e Broetto et al. (2002), a
SOD apresenta um aumento de atividade quando as plantas sdo submetidas a uma condi¢ao
ambiental estressante, seja hidrica, térmica, salina, alta intensidade luminosa, injdrias por
insetos ou fitopatégenos.

Outros autores trabalhando com diferentes estresses ambientais
relatam resultados semelhantes (LIANG, 1999; LEONARDO, 2003; ZHUJUM et al. 2004 e
TONIN, 2005 e ROSA et al. 2005). Os autores argumentam que a atividade da SOD pode ser
interpretada como marcador bioquimico para reacdes das plantas em situagdes de estresse
ambiental, apresentando func¢des antioxidativas, atuando na dismutacio de espécies reativas de
oxigénio.

A SOD catalisa a dismutagdo de radicais superéxidos para H,O,.
Existem trés classes distintas de SOD, as quais se diferenciam principalmente no seu cofator
metalico. Em plantas CuZn-SOD foi encontrada nos cloroplastos (FOSTER & EDWARDS
1980), no citossol (SAKAMOTO et al. 1995) e em mitocondria (SALIN & BRIDGES 1981).
Fe-SOD foi encontrada exclusivamente em cloroplastos (SALIN & BRIDGES 1980) e a Mn-
SOD foi detectada em mitocOndria, peroxissomo e citossol (ALSHER et al. 1997).
Considerando-se que a CuZn-SOD, a Fe-SOD e a Mn-SOD estdo presentes no citoplasma, no
cloroplasto e na mitocOndria, respectivamente, € possivel medir-se resposta especificas e
compartimentalizadas do sistema de resposta antioxidativo, pelo monitoramento da atividade
destas diferentes classes de SOD.

No entanto, a atividade da enzima pode ser requerida, mesmo em
situacOes normais, para dismutar espécies reativas de oxigénio evoluidas do metabolismo de
aclcares na mitocondria, sendo, portanto necessario para a utilizagdo da SOD como marcador

bioquimico de parametros da atividade da enzima em condicdes ambientais normais.

4.2.4 Determinacio da atividade da enzima Catalase ( CAT; EC 1.11.1.6).

Os resultados apresentados na Tabela 28 indicam que houve diferengas

significativas somente para a média geral entre os tratamentos (T1 e T2).
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Tabela 28: Andlise de variancia da atividade da enzima catalase (CAT) em folhas de plantas
de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcdo de diferentes niveis de

deficiéncia hidrica.

Causas de variacdo GL QM F
Tratamento 1 193916,10 0,00001*
Epoca 2 2974.87 0,28200
Interacdo (tramento x época) 2 1929,07 0,43140
Residuo 18 2190,94

Total 23

CV (%) 24,85

* % significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

De acordo com a Tabela 29 apenas para a andlise de desdobramento
dentro de cada época de amostragem (El1, E2 e E3) os tratamentos T1 e T2 diferiram

estatisticamente quando analisados pelo teste F a nivel de 1% de significancia.

Tabela 29: Anélise de variincia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para a atividade da enzima
catalase (CAT) em folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em

funcdo de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL QM F
(Tratamento x E1) 1 49707,04 0,00022*
(Tratamento x E2) 1 55376,25 0,00011%*
(Tratamento x E3) 1 92690,95 0,00001*
Residuo 18 2190,94

(Epoca x T1) 2 126,47 0,97250
(Epoca x T2) 2 4840,71 0,13530
Residuo 18 2190,94

* | ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.
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Pela andlise na Tabela 30 observa-se que dentro dos tratamentos T1 e
T2 ndo ocorreram diferencas estatisticas entre as diferentes épocas de amostragem. Na andlise
de desdobramento realizada dentro de cada época podemos verificar que em todas as épocas

(E1, E2 e E3) os tratamentos T1 e T2 diferiram estatisticamente.

Tabela 30: Valores médios da atividade da enzima catalase (uKat pug Prot') em folhas de

plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fun¢do de diferentes niveis de

deficiéncia hidrica.
Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 97,18 Aa 95,34 Aa 102,96 Aa
T2 (DH) 254,83 Ba 261,72 Ba 318,24 Ba

**% As letras maitsculas representam as diferencas da anélise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2) dentro de cada época, e as letras mintsculas representam as diferengas

da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.
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Figura 14: Valores médios para a atividade da enzima CAT (uKat ug Prot") em folhas de

plantas de Ocimum basilicum em fun¢ao de diferentes niveis de DH.

De acordo com a Figura 14 a atividade da CAT desenvolve uma
funcdo assemelhada a atividade da SOD em condi¢des de estresse ambiental, mantendo uma
relacdo positiva direta com o aumento da deficiéncia hidrica.

Este evento pode ter relacio com um aumento das taxas de respiracao
celular, em fun¢do da alteracdo das rotas metabdlicas (catabolismo) relacionadas com o
desenvolvimento vegetativo. O peroxido de hidrogénio (H,O,) produzido durante a
fotorrespiracdo nos peroxissomos pode ser decomposto pela catalase, sendo reduzido a dgua
(H,0O). Sabe-se que a SOD também pode ser responsdvel pela elevacdo do nivel de per6xido

. A s 2 . N ~ .. L . 2
de hidrogénio nas células devido a conversao de radicais superéxido (O™).
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Zhujun et al. 2004 e Tonin, 2005, ambos trabalhando com pepino
pimentdo, respectivamente, relataram aumento na atividade da CAT quando as plantas foram
submetidas a estresse salino.

Alguns autores afirmam que um conjunto de condi¢cdes ambientais
estressantes pode interferir causando alteracdes na estrutura protéica da enzima ou hidrélise
causando a diminuicdo de sua atividade. Tais alteracdes na atividade da catalase podem
ocorrer como resposta a salinidade, altas intensidades luminosas, temperaturas e outros
eventos estressantes, com diminuicdo de sua atividade (KALIR & POLJAKOFF-MAYBER,
1981; FEIERABEND & ENGEL, 1986 e BROETTO, et al. 2002).

4.2.5 Determinacio da atividade da enzima Peroxidase (POX; EC 1.11.1.7)

Para todas as médias analisadas, os resultados obtidos foram
significativos quando calculadas pelo teste F, em nivel de 1% de significancia conforme
demonstrado na Tabela 31.

A andlise de variancia apresentada na Tabela 32 demonstra que apenas
para o desdobramento dentro do tratamento T1 (Controle) as épocas de amostragem (E1, E2 e
E3) nao diferiram estatisticamente, enquanto que para os demais resultados, as anélises foram
significativas.

Tabela 31: Andlise de variancia da atividade da enzima peroxidase (POX) em folhas de
plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fun¢do de diferentes niveis de

deficiéncia hidrica.

Causas de variacao GL QM F
Tratamento 1 1323,43 0,00004*
Epoca 2 131,56 0,00082%*
Interacdo (tramento x época) 2 139,66 0,00061*
Residuo 18 12,10

Total 23

CV (%) 23,72

* %% significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.
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Tabela 32: Anélise de variincia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para a atividade da enzima
peroxidase (POX) em folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese

em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL QM F
(Tratamento x E1) 1 108,11 0,00790*
(Tratamento x E2) 1 356,04 0,00001*
(Tratamento x E3) 1 1138,59 0,00001%*
Residuo 18 12,10

(Epoca x T1) 2 0,86 0,9324
(Epoca x T2) 2 270,36 0,00004*
Residuo 18 12,10

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

A andlise de desdobramento das médias, resumidas na Tabela 33,

demonstram que houve diferenga estatistica entre as épocas de amostragem (E1, E2 e E3) e

dentro do tratamento T2 (DH). As andlises entre as diferentes épocas de amostragens,

apresentaram diferengas estatisticas entre os tratamentos (T1 e T2) em todas as épocas
amostradas.

Tabela 33 Valores médios da atividade da enzima peroxidase (uKat pg Prot™) em folhas de

plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fungdo de diferentes niveis de

deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 7,05 Aa 7,77 Aa 6,90 Aa
T2 (DH) 14,40 Ba 21,11 Bb 30,76 Bc

*#*%* As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2) dentro de cada época, e as letras mindsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.
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Figura 15: Valores médios para a atividade da enzima POX (uKat pg Prot') em folhas de

plantas de Ocimum basilicum em func¢ado de diferentes niveis de DH.

Conforme os dados demonstrados na Figura 15, observa-se uma
relacdo direta entre o aumento da atividade das enzimas peroxidases (POX) em funcdo do
aumento da DH. Resultados semelhantes foram encontrados na literatura (WILLEKENS ef al.,
1995; PEIXOTO, et al. 2005).

A atividade da enzima POX freqiientemente aumenta em resposta a
fatores estressantes, pois a protecdo celular contra rea¢des oxidativas € uma das principais
funcOes dessa enzima. O aumento da atividade da POX ocorre em resposta metabdlica
relacionada a diferentes tipos de estresses (CAKMAK & HORST, 1991; ANDERSON et al.,
1995; ZHANG & KIRKHAM, 1996; JIMENEZ et al., 1998; MORAES et al., 2002).
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As peroxidases catalizam reacdes relacionadas a polimerizacdo de
fendis, com consumo de H,O,_ resultando na formagdo de lignina e suberina. Podem também
estar associadas a resposta fotoperiddica, causando modificacdes nas membranas e
controlando os niveis de fitocromos e Ca,” na célula JAEGHER & BOYER, 1990). A acdo
do balangco antagbnico de ABA e citocinina na morfogénese ocorrem pelo controle da
expressdao genética de peroxidases, envolvidas também na resposta a indisponibilidade de
agua, salinidade e danos mecanicos. Altos niveis de peroxidases estdo geralmente relacionados
com diminui¢do da elongacdo celular, minimizando a extensibilidade da parede celular

(CHALOUPKOVA & SMART, 1994).

4.2.6 Determinacao da atividade da enzima polifenol oxidase (PPO; EC 1.10.3.2,
EC 1.10.3.1 e EC 1.14.18.1).

Os resultados apresentados na Tabela 34 demonstram que para todas as
andlises efetuadas os resultados foram significativos.

Na Tabela 35 a analise dentro das médias do tratamento T1 (Controle)
demonstra que as épocas de amostragem nao apresentaram diferencas estatisticas. O mesmo
resultado ocorreu no desdobramento dentro das épocas de amostragens no periodo E1. Nos

demais resultados as andlises foram significativas.

Tabela 34: Andlise de variancia da atividade da enzima polifenol oxidase (PPO) em folhas de
plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fun¢do de diferentes niveis de

deficiéncia hidrica.

Causas de variacdo GL QM F
Tratamento 1 2449,65 0,00004*
Epoca 2 198,59 0,03010%*
Interacdo (tramento x época) 2 371,05 0,00333*
Residuo 18 46,34

Total 23

CV (%) 17,48

* % significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.
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Tabela 35: Anélise de variincia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para a atividade da enzima
polifenol oxidase (PPO) em folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar

genovese em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL QM F
(Tratamento x E1) 1 188,85 0,05870
(Tratamento x E2) 1 468,18 0,00522*
(Tratamento x E3) 1 2534,72 0,00003*
Residuo 18 46,34

(Epoca x T1) 2 25,75 0,57971
(Epoca x T2) 2 543,89 0,00055*
Residuo 18 46,34

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Através dos dados apresentados na Tabela 36 observou-se que somente
na andlise de desdobramento para o tratamento T2 a época de amostragem E3 houve
diferengas signficativas. Para andlise de desdobramento dentro de cada época de amostragem,
os periodos E2 e E3 apresentaram diferencas estatisticas entre as médias dos tratamentos T1 e

T2.

Tabela 36 Valores médios da atividade da enzima polifenol oxidase (uKat ug Prot™) em folhas
de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcdo de diferentes niveis

de deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 29,15 Aa 31,22 Aa 26,17 Aa
T2 (DH) 38,87 Aa 46,52 Ba 61,77 Bb

*#*%* As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2) dentro de cada época, e as letras mindsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.
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Figura 16: Valores médios para a atividade da enzima PPO (uKat pg Prot”') em folhas de

plantas de Ocimum basilicum em funcao de diferentes niveis de DH.

A Figura 16 indica que houve aumento da atividade da PPO em fun¢ao

do aumento da DH, em resultado semelhante aos publicados por Peixoto (2005) trabalhando

com Salvinia auriculata.

A atividade da enzima polifenol oxidase (PPO) tem sido utilizada

como parametro de avaliacdo da peroxidacdo de lipidios, e da producdo de compostos

fendlicos (MAYER, 1987). O acimulo de compostos fendlicos e o aumento na atividade da

PPO podem gerar substancias reativas, tais como as quinonas derivadas do acido caféico que,
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juntamente com outros compostos fendlicos, sdo ativas na producdo do superéxido (O;7) e,

conseqiientemente, na peroxidacdo de lipidios (MARSCHNER, 1995).

De acordo com Buege & Aust (1978), a peroxidagdo de lipidios tem
inicio com a remocao de um atomo de hidrogénio das moléculas de dcidos graxos insaturados.
O subseqiiente rearranjo das duplas ligacdes resulta na formacio de um dieno-conjugado que,
apds o ataque por oxigénio molecular, produz os radicais peroxilipidicos e os endoperéxidos
(GUTTERIDGE & HALLIWELL, 1990). A formacdo de endoperdxidos, a partir de acidos
graxos insaturados, que apresentam pelo menos trés metilenos interrompidos por ligacdes
duplas, pode resultar na formagdo de dialdeido malénico (MDA), um produto da degradacio

dos lipidios (BUEGE & AUST, 1978).

4.2.7 Determinacao da atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX; EC

1.11.1.11)

A andlise de variancia demonstrada na Tabela 37 indica que somente
os resultados obtidos entre as médias gerais dos tratamentos (T1 e T2) foram significativos em

nivel de 1%, quando calculadas pelo teste F.

Tabela 37: Analise de variancia da atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) em folhas
de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcdo de diferentes niveis

de deficiéncia hidrica.

Causas de variacdo GL QM F
Tratamento 1 7778,16 0,00008*
Epoca 2 85,25 0,63380
Interagdo (tramento x época) 2 130,86 0,50122
Residuo 18 182,25

Total 23

CV (%) 26,79

* %% significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.
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Na Tabela 38 observa-se que a andlise de varidncia para o
desdobramento dentro das épocas de amostragens (E1, E2 e E3) os tratamentos T1 e T2

diferiram estatisticamente. Para as demais andlises os resultados ndo foram significativos.

Tabela 38: Anélise de variincia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para a atividade da enzima
ascorbato peroxidase (APX) em folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar

genovese em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL oM F
(Tratamento x E1) 1 1704,98 0,00681*
(Tratamento x E2) 1 2294,35 0,00233 *
(Tratamento x E3) 1 4040,55 0,00022%*
Residuo 18 182,25

(Epoca x T1) 2 18,44 0,90500
(Epoca x T2) 2 197,67 0,35455
Residuo 18 182,25

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 39: Valores médios da atividade da enzima ascorbato peroxidase (uKat pug Prot™) em
folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fun¢do de diferentes

niveis de deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 32,10 Aa 34,67 Aa 30,41 Aa
T2 (DH) 61,30 Ba 68,54 Ba 75,36 Ba

*#*% As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2) dentro de cada época, e as letras mindsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.

A Tabela 39 demonstra através da submissdo dos dados ao teste de

Tukey, que a andlise dentro dos tratamentos T1 e T2 ndo indicaram diferencgas estatisticas
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entre as médias nas diferentes épocas de amostragem E para andlise de desdobramento

realizada dentro de cada época de amostragem pode-se afirmar que em todas as épocas (EI,

E2 e E3) os tratamentos T1 e T2 diferiram estatisticamente.
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Figura 17: Valores médios para a atividade da enzima APX (uKat ug Prot") em folhas de

plantas de Ocimum basilicum em func¢ado de diferentes niveis de DH.

De acordo com os dados demonstrados na Figura 17 observa-se que a

atividade da enzima APX aumentou em funcdo ao aumento da deficiéncia hidrica. Resultados

similares foram publicados por Alcintara e Nogueira (1992); Peixotto (1999); Broetto et al.

(2002); Zhujum et al. (2004) e Rosa et al. (2005) Em espécies submetidas a diferentes fontes

estressantes.
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A atividade da APX acompanhou os eventos de dismutacdo de
peréxido de hidrogénio, em cooperacdo com a enzima CAT. Esta reacdo faz parte do ciclo
dgua-dgua, cuja reacdo bdsica de dismutacdo de radicais livres, foi desencadeada pela SOD
(GERBLING et al. 1984).

A capacidade de manutencdo, em niveis elevados, da atividade da
CAT, da ascorbato peroxidase (APX) e da SOD, sob condicdes de estresses ambientais, €
essencial para a manutencao do equilibrio entre a formagdo e a remocao do H,O, do ambiente
intracelular (CAKMAK & HORST, 1991). Segundo Ejert & Tevini (2002), as plantas se
protegem em DH sintetizando antioxidantes (carotendides, ascorbato,a-tocoferol, glutationa e
flavondides) e aumentando o teor de enzimas antioxidantes (peroxidases, superdxido

dismutase e catalases).

4.3 Analises da composicao quimica dos 6leos essenciais.

4.3.1 Avaliacao do rendimento do d6leo essencial em folhas e na inflorescéncia de

plantas de Ocimum basilcum L. cv genovese.

Segundo a andlise de varidncia apresentados nas Tabelas 40 e 41, os
resultados para as médias gerais entre os tratamentos (T1 e T2), e para as médias entre as
diferentes épocas de amostragens (E1, E2 e E3) foram significativos. Ao contrario, o resultado

obtido entre a interacao tratamentos e épocas de amostragens ndo foram significativos.
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Tabela 40: Anélise de variancia para o rendimento de 6leo essencial em folhas de plantas de

Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia

hidrica.
Causas de variacdo GL QM F
Tratamento 1 3,97 0,00004*
Epoca 2 0,58 0,00333*
Interacdo (tramento x época) 2 0,28 0,05411
Residuo 54 0,09
Total 59
CV (%) 44,98

* | ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 41: Anélise de variincia para o rendimento de 6leo essencial na inflorescéncia de
plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fungdo de diferentes niveis de

deficiéncia hidrica.

Causas de variacdo GL QM F
Tratamento 1 0,77 0,00344*
Epoca 2 1,43 0,00333*
Interacdo (tramento x época) 2 0,10 0,30333
Residuo 54 0,08

Total 59

CV (%) 23,06

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

A andlise de wvaridncia (Tabela 42) demonstra que, pelo
desdobramento dentro dos tratamentos, apenas no tratamento T1 as médias das épocas de
amostragens ndo foram significativas. Dentro de cada época de amostragem, apenas o periodo

E1 os tratamentos T1 e T2 nao diferiram estatisticamente.



77

Tabela 42: Anélise de variincia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (El, E2 e E3) para o rendimento de dleo
essencial em folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fungao

de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL QM F
(Tratamento x E1) 1 0,30 0,07540
(Tratamento x E2) 1 1,86 0,00004*
(Tratamento x E3) 1 2,38 0,00004*
Residuo 54 0,09

(Epoca x T1) 2 0,04 0,60922
(Epoca x T2) 2 0,81 0,00044*
Residuo 54 0,09

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

Tabela 43: Anélise de variancia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para o rendimento de dleo
essencial na inflorescéncia de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em

funcdo de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL oM F
(Tratamento x E1) 1 0,32 0,05320
(Tratamento x E2) 1 0,02 0,56700
(Tratamento x E3) 1 0,62 0,00800%*
Residuo 54 0,08

(Epoca x T1) 2 0,73 0,00041%*
(Epoca x T2) 2 0,80 0,00022%*
Residuo 54 0,08

* | ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

A andlise de desdobramento realizada dentro de cada época de



78

amostragem demonstra que apenas no periodo E3 os tratamentos T1 e T2 diferiram
estatisticamente (Tabela 43). A andlise de desdobramento realizada dentro de cada tratamento
(T1 e T2) demonstra que as épocas de amostragens (E1, E2 e E3) os resultados foram

significativos.

Tabela 44: Valores médios para o rendimento (%) de 6leo essencial em folhas de plantas de

Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fungdo de diferentes niveis de deficiéncia

hidrica.
Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 0,37 Aa 0,38 Aa 0,49 Aa
T2 (DH) 0,62 Ab 0,99 Ba 1,18 Ba

**%* As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2), dentro de cada época, e as letras mintsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as épocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.
Analisando-se as médias (Tabela 44) para cada época de amostragem,
verificou-se que somente na época El, houve resultados similares. Isto indica que os
tratamentos T1 e T2 ndo diferiram estatisticamente. Para a anédlise de desdobramento calculada
para cada tratamento, apenas no tratamento T2, apresentou diferencas estatisticas na época de

amostragem E1.

Tabela 45:Valores médios para o rendimento (%) de 6leo essencial na inflorescéncia de
plantas Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fun¢do de diferentes niveis de

deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 0,82 Ab 1,29 Aa 1,29 Aa
T2 (DH) 1,07 Ab 1,37 Aab 1,64 Ba

*#*% As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2), dentro de cada época, e as letras mintsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as €pocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.
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Conforme dados apresentados na Tabela 45 observa-se que para a
andlise de desdobramento realizada dentro de cada época de amostragem, apenas a época de
amostragem E1 ocorreu diferencas estatisticas entre os tratamentos T1 e T2. Na andlise de
desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2), em ambos os casos ocorreram diferengas

estatisticas entre as médias nas diferentes épocas de amostragem.
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Figura 18:Valores médios para o rendimento de 6leo essencial (%) em folhas de plantas de

Ocimum  basilicum em funcdo de diferentes niveis de DH.
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Figura 19: Valores médios para o rendimento de dleo essencial (%) na inflorescéncia de

plantas de Ocimum basilicum em fun¢do de diferentes niveis de DH.

Conforme demonstrado nas Figuras 18 e 19 o aumento do rendimento
de 6leo essencial nas folhas e na inflorescéncia de plantas de Ocimum basilicum é diretamente
proporcional ao aumento do estresse, provocado neste caso, pela deficiéncia hidrica.
Conforme citado em varios trabalhos (SINGH-SANGWAN et al. 1994; DELITALA et al.
1996; SILVA & CASALLI 2000; SILVA et al. 2002), este padrdo de resposta a DH parece ser
comum em vdrias espécies medicinais produtoras de dleos essenciais.

Os teores foliar do 6leo essencial no tratamento T1 (Controle) para
todas as épocas de amostragem (E1, E2 e E3) foram 0,37; 0,38 e 0,49% respectivamente.
Esses valores confirmam os encontrados por Furlan (2000), em condi¢cdes experimentais

similares, os quais variaram entre 0,41 a 0,57% de 6leo essencial. Os resultados encontrados
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no tratamento T2 (DH) variaram de 0,62 a 1,18%. Farrant, (2000); Hoeskstra et al, (2001) e
Oliver et al, (2001) relatam que existe uma tendéncia de que os compostos terpénicos
acumulem-se sob condicdes de estresse, principalmente em DH.

Charles et al (1990) relatam que, trabalhando com a espécie Ocimum
micranthum, obtiveram rendimento de 0,63% e 1,54% de 6leo essencial na inflorescéncia e
folhas, respectivamente. Moraes et al (2002) apresenta valores proximos a 0,60% no
rendimento de 6leo essencial de inflorescéncia de Ocimum selloi. Os trabalhos citados como
referéncias foram realizados em condig¢des climdticas satisfatérias. Os resultados comparados
foram menores do que os encontrados neste trabalho para o tratamento controle (T1) e para o
tratamento submetido a DH (T2), que apresentaram valores de concentracao média de 1,0% no

tratamento T1 e valores entre 1,07% a 1,64% no tratamento T2.

4.2.2 Avaliacao da produtividade do 6leo essencial em folhas e na inflorescéncia de

plantas de Ocimum basilcum L. cv genovese.

Os resultados da andlise de varidncia deste parametro estdo resumidos
na Tabela 46. A andlise demonstra que somente as médias gerais entre as diferentes épocas de

amostragens apresentaram resultados significativos.

Tabela 46: Analise de variancia para a produtividade do dleo essencial nas inflorescéncias de
plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em fun¢do de diferentes niveis de

deficiéncia hidrica.

Causas de variacao GL QM F
Tratamento 1 71,30 0,13370
Epoca 2 610,18 0,00001*
Interacdo (tratamento X época) 2 149,89 0,01133
Residuo 54 30,75

Total 59

CV (%) 55,79

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.
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Na Tabela 47 as médias gerais entre os tratamentos (T1 e T2) e as
médias entre as diferentes épocas de amostragens (E1, E2 e E3) apresentaram resultados
significativos. O resultado obtido entre a interacdo tratamentos e épocas de amostragens nao
foram significativos (Tabela 47).

Tabela 47: Analise de variancia para a produtividade do 6leo essencial nas folhas de plantas de

Ocimum basilicum L. cultivar genovese em funcdo de diferentes niveis de deficiéncia

hidrica.
Causas de variagdo GL QM F
Tratamento 1 111050,96 0,00007*
Epoca 2 14715,29 0,01070%**
Interacdo (tratamento x época) 2 7162,10 0,09999
Residuo 54 2978,36
Total 59
CV (%) 44,12

*  ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

A Tabela 48 demonstra que somente na andlise do desdobramento
dentro das épocas de amostragem El1 e E2, os tratamentos T1 e T2 ndo apresentaram
diferencas.

Tabela 48: Anélise de variancia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para a produtividade do dleo
essencial nas inflorescéncias de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese

em funcao de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL oM F
(Tratamento x E1) 1 66,50 0,14720
(Tratamento x E2) 1 44,145 0,23633
(Tratamento x E3) 1 260,49 0,00522%*
(Epoca x T1) 2 483,48 0,00001*
(Epoca x T2) 2 276,59 0,00041*
Residuo 54 30,75

* | ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.
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Os dados referentes a Tabela 49 mostram que apenas a andlise de
desdobramento das épocas de amostragem E2 e E3 os tratamentos T1 e T2 diferiram

estatisticamente.

Tabela 49:Andlise de variancia para o desdobramento dentro de cada tratamento (T1 e T2) e
dentro de cada época de amostragem (E1, E2 e E3) para a produtividade do 6leo
essencial nas folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em func¢ao

de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Desdobramento GL QM F
(Tratamento x E1) 1 9055,06 0,08690
(Tratamento x E2) 1 62204,74 0,00001*
(Tratamento x E3) 1 54115,36 0,00017*
Residuo 54 2978,36

(Epoca x T1) 2 1383,33 0,53999
(Epoca x T2) 2 20039,06 0,05243
Residuo 54 2978,36

* |, ** significativo ao nivel de 1% e 5% respectivamente.

A Tabela 50 demonstra que dentro no tratamento T1 houve diferencas
estatisticas entre as épocas de amostragem, o0 mesmo nao ocorreu no tratamento T2. J& as

diferencas entre os tratamentos (T1 e T2) ocorreram apenas nas épocas E2 e E3.

Tabela 50: Valores médios para a produtividade (Mg jeo essencial MASSA S€CA inflorescéncia POT
-1 L, . . ~ . ..
planta ) do 6leo essencial nas inflorescéncias de plantas de Ocimum basilicum L.

cultivar genovese em funcao de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 3,78 Ab 17,65 Aa 11,67 Aa
T2 (DH) 7,43 Aa 7,60 Ba 4,45 Ba

*#*%% As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2), dentro de cada época, e as letras mintsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as €pocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.
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Os dados expressos na Tabela 51 demonstram que dentro do
tratamento T1 ndo houve diferencas estatisticas entre as épocas de amostragem. No tratamento
T2 as diferengas ocorreram, sendo na época de amostragem El ndo ocorreram diferencas

estatisticas entre os tratamentos T1 e T2

Tabela 51: Valores médios para a produtividade (Mg sjeo essencial MASSA SECA folhas POT planta’l) do
6leo essencial nas folhas de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese em

funcdo de diferentes niveis de deficiéncia hidrica.

Tratamentos Epocas de amostragem
El E2 E3
T1 (Controle) 73,34 Aa 72,34 Aa 96,31 Aa
T2 (DH) 115,90 Aa 183,88 Bb 200,34 Bb

*#% As letras maidsculas representam as diferencas da andlise de desdobramento entre os
tratamentos (T1 e T2), dentro de cada época, e as letras mintsculas representam as diferencas
da andlise de desdobramento entre as €pocas (E1, E2 e E3) dentro de cada tratamento.

A produtividade de 6leo essencial por planta nas inflorescéncias de
Ocimum basilicum, diminuiu na medida em que a planta foi submetida a niveis maiores de DH
(Figura 20). Esses resultados sdo inversamente proporcionais aos apresentados na Figura 19,
para o rendimento de Oleo essencial na inflorescéncia, os quais indicam aumento no
rendimento do dleo essencial em fun¢do ao aumento da DH (expresso em % de 6leo essencial
na inflorescéncia). Esses resultados apresentados podem ser explicados, porque durante o
periodo de DH as plantas apresentaram queda no nimero de inflorescéncias (Figura 10). Este
fator por si influenciou diretamente na diminuicdo da MMS das inflorescéncias coletadas por
planta, o que acarretou na diminui¢cdo da massa de 6leo essencial da inflorescéncia por planta.

Este efeito na diminuicdo do rendimento de Oleo, também foi
encontrado por Lammerink et al (1989), que relatou que a queda de flores foi fator
preponderante na producao de 6leo essencial em Lavandula intermédia. Hornok, et al, (1992)
relataram o mesmo fendmeno, quando as plantas Nepeta catari se encontravam entre o inicio e

o completo florescimento.
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Figura 20: Valores médios para a produtividade de 6leo essencial (Mg gjeo essencial Massa seca

-1 . N . 1.
inflorescéncia POT planta™) na inflorescéncia de plantas de Ocimum basilicum em

funcdo de diferentes niveis de DH.

Para a produtividade de o6leo essencial em folhas de O. basilicum

representados na Figura 21, verificou-se que com o aumento da DH, houve aumento

correspondente e exponencial na producdo de dleo essencial por planta. Esses resultados

representam o inverso do encontrado para a mesma andlise em inflorescéncias (Figura 20).

Acredita-se que este fato possa estar associado ao fato de que as DH nao resultaram na queda

acentuada de folhas, como observado para as inflorescéncias. Figueiredo (2001) e Koshima et

al (2002), trabalhando com a espécie Cymbopogum citratus, obtiveram maior producdo de

6leo essencial quando as plantas foram submetidas a baixas temperaturas e clima seco.
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Esses resultados sdo divergentes de alguns autores, como Corréa
Janior et al. (1994); Carvalho & Casali (1999); Chatterjee (1999); Marchese (1999); Chaves
(2001) e Ming et al. (2002). Em diferentes estratégias de cultivo, esses autores trabalharam
com plantas de interesse na produgdo de 6leo essencial, verificando que a DH severa pode
aumentar o rendimento de 6leo essencial. No entanto, observaram que devido a redugdo da
biomassa, ocorre diminui¢do no rendimento de 6leo. Assim, concluiram que plantas irrigadas
podem compensar o baixo teor de compostos secundarios com maior produgao de biomassa, o
que resulta em maior rendimento final compostos de interesse, por drea cultivada (Corréa

Junior et al., 1994).
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Figura 21: Valores médios para a produtividade do 6leo essencial (Mg sleo essencial Massa
S€Cafolha POT planta’l) nas folhas de plantas de Ocimum basilicum em funcdo de

diferentes niveis de DH.
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Poucos sdo os trabalhos referentes ao efeito da DH em plantas

medicinais, principalmente em relacdo aos produtos do metabolismo secundério. O efeito

sobre tais produtos parece variar bastante com o tipo, a intensidade e a duracdo do estresse,

podendo aumentar ou diminuir o teor de 6leos essenciais (ANDRADE & CASALI, 1999).

4.3.3 Avaliacdo da composicao quimica do 6leo essencial de plantas de Ocimum

basilicum L. cv genovese.

Os dados relativos a porcentagem relativa dos componentes do 6leo

essencial, encontrados nos diferentes tratamentos e épocas de amostragens estao resumidos no

Anexo 1.
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Figura 22:Valores médios em (%) para os componentes do dleo essencial encontrado em

folhas de O. basilicum cujas plantas foram submetidas a diferentes niveis de DH.
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Figura 23: Valores médios em (%) para os componentes do 6leo essencial encontrado em
inflorescéncias de O. basilicum cujas plantas foram submetidas a diferentes niveis
de DH.

. De acordo com os resultados apresentados nas Figuras 22 e 23,
observa-se que o linalol, foi o composto majoritdrio em ambos os tecidos analisados, nas
folhas (70,4%) e nas inflorescéncias (87,6%). Resultados similares foram encontrados por
Bisset, (1994) e Murugesan & Damodaran, (1988).

Chalchat et al, (1999) trabalhando com plantas do género Ocimum
encontraram valores acima de 60% para linalol e foram os primeiro autores a relatarem o
composto a-terpinol.

Outros autores também relatam que o linalol é o que apresenta maior
abundancia em Ocimum, embora em valores inferiores a 50% (SANDA et al, 1998;

TEIXEIRA et a,l 2000; FURLAN, 2000; VIEIRA & SIMON, 2000 e VIEIRA et al 2001).
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Em relacdo aos outros compostos, o 1,8 cineol apresentou diferencas
entre os valores médios dos compostos encontrados nas folhas e nas inflorescéncias (Figura
23). Os resultados encontrados nas folhas para o 1,8 cineol, (Figura 22) como o segundo
composto mais abundante em todos os tratamentos, € semelhante aos resultados encontrados
por Vieira & Simon (2000) e Vieira et al (2001) que os encontraram com valores superiores
aos do presente experimento.

Os compostos encontrados no presente ensaio e as suas formas
estruturais estdo discriminados na Figura 24. Todos os compostos foram detectados em ambos
os tecidos analisados. O trans-cariofileno apresentou somente tragos nas folhas, quando
submetido a um estresse leve e moderado. O acetato de bornila teve a porcentagem relativa
suprimida na inflorescéncia quando submetida a uma DH severa.

O ¢leo essencial obtido neste estudo em funcdo do maior teor de
linalol poderia ser classificado como tipo europeu (GUENTHER, 1974).

Concordante com a presenca de canfora no presente experimento,
Mazutti et al (2006) trabalhando com Ocimum, relatam ter encontrado perfil qualitativo do
6leo semelhante aos citados na literatura corrente. Entretanto, também observaram a presenca
de canfora, componente pouco freqiiente na composi¢do de 6leos essenciais.

Lachowicz et al (1997) observam alteracbes na composi¢do € na
concentracdo do 6leo essencial em Ocimum, baseado no processo de extragdao. Possivelmente,
estas alteracoes advém da forma com que foi realizada a destilacdo, assim como pela forma do
material a ser hidrodestilado, matéria seca ou matéria fresca.

Elizabeth & Amparo (1999) estudando a influéncia de métodos de
isolamento de compostos quimicos em Ocimum, concluiram que o conteido de linalol obtido
através da hidrodestilacdo foi mais alto do que no método supercritico, indicando que a
degradacao dos ultimos compostos pode ocorrer durante a hidrodestilagao.

Apesar da influéncia genética das espécies sobre a composi¢do de
Oleos essenciais Trapp & Croteau (2001), afirmam que o rendimento do 6leo pode variar
conforme a fatores ambientais, 6rgao da planta a ser amostrado, ou pelo método de extracao.

Segundo Farias (1999) a localizacdo geografica, época da coleta,

forma de cultivo, condi¢des climéticas, idade do material vegetal, periodo e condi¢des de
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armazenamento podem influenciar o rendimento e o perfil quimico de 6leos essenciais por
extratos de plantas.

Esses valores e situagdes diferenciadas corroboram com a hipdtese de
que as espécies se adaptam a diferentes condi¢cdes ambientais e estddios ontogenéticos e/ou
fenoldgicos. Cada uma dessas caracteristicas leva a produgdo diferenciada de 6leo essencial e
seus compostos (CHAVES, 2001). Discutir e analisar esses resultados associativamente € um

desafio da pesquisa interdisciplinar.
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inflorescéncia de plantas de Ocimum basilicum L. cultivar genovese.



94

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nas condicoes em que este
experimento foi realizado, concluem-se:

De acordo com os parametros biométricos conclui-se que a area foliar
apresentou diminuicdo significativa a partir do momento que as plantas foram submetidas a
um estresse moderado; com relagdo ao volume e massa de raiz ocorreu reducdo da drea
radicular em func@o do aumento da DH. O indice de clorofila diminui em fun¢do do aumento
da DH, sendo que niveis leves de DH (Wsoha~ -0,8 MPa,) ndo influenciaram na diminui¢do do
indice relativo de clorofila. Para a producdo de massa de matéria fresca, o aumento da DH
causou diminui¢do significativa nos valores, quando as plantas atingiram estresse moderado.
Em relacdo ao acimulo de matéria seca houve alteracdo significativa apenas quando as plantas
foram submetidas a DH considerada severa (Wen.~ -2,4 MPa,)

Em relacdo aos parametros bioquimicos, conclui-se que a atividade das
enzimas SOD, CAT, APX, PPO e POX assim como a concentracdo de L-prolina, aumentou
em funcdo do tratamento de DH, podendo ser consideradas como indicadores de situacdo de
estresse.

Em termos qualitativos a andlise dos componentes do 6leo revelou que
os diferentes niveis de DH nao alteraram o padrao conhecido para esta espécie. Observou-se

que o composto linalol foi o que apresentou maior porcentagem, principalmente nas
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inflorescéncias. Os compostos eugenol; 1,8 cineol; Trans-a-bergamoteno; Epi-a-cadinol; a-
~terpinol; Acetato de bornila; Trans-cariofileno; Yicadineno e Canfora, foram encontrados nas
amostras de inflorescéncia e de folhas mas em quantidades inferiores.

Plantas submetidas a DH apresentaram aumento no rendimento de
6leo essencial por grama de matéria seca em folhas e na inflorescéncia. As andlises quimicas
revelaram que a produtividade total de 6leo por planta foi maior nas inflorescéncias das
plantas do tratamento controle. Nos tecidos foliares o resultado encontrado foi o inverso,

exceto para as plantas que foram submetidas a estresse moderado. (Wiona~ -1,4 MPa,).
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