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RESUMO

CASTRO, Larissa Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2019.
Tratamento de sementes e déficit hidrico em plantas de manjericao: abordagens
fisiologica e bioquimica. Orientador: Willian Rodrigues Macedo. Coorientador:
Geraldo Humberto Silva.

O manjericao (Ocimum basilicum L.), pertencente a familia Lamiaceae, € uma espécie
medicinal utilizada em diversas areas, como alimentacao, medicamentos, cosméticos,
dentre outros. A compreensao da germinacao e do comportamento fisiolégico dessa
espécie as condigdes ambientais é de suma importancia para o aperfeicoamento dos
métodos de cultivo. Diante disso, essa dissertacao foi dividida em dois capitulos. O
primeiro capitulo teve como objetivo avaliar aspectos da germinacao de sementes de
Ocimum basilicum L. cv. Limoncino em resposta ao uso de diferentes biorreguladores,
sendo estes uma solucdo de um produto formulado a base de acido indolbutirico +
acido naftaleno acético + acido giberélico; outro tratamento com acido giberélico e o
terceiro constituido por 24-epibrasinolideo. No segundo capitulo trabalhamos com
enfoque na influéncia do déficit hidrico em caracteristicas fisiol6gicas e bioguimicas
em estadios fenoldgicos distintos da espécie (vegetativo e reprodutivo), utilizando trés
genatipos, Alfavaca basilicao, Gennaro de menta e Grecco a palla. Concluimos que,
no primeiro capitulo, o comprimento da parte aérea e raiz foram influenciados
positivamente pela aplicagdo de acido giberélico e brassinosterdides,
respectivamente. No segundo capitulo constatamos que o déficit hidrico, na fase
vegetativa, ndo prejudicou o desenvolvimento das plantas, enquanto durante o
florescimento as respostas fisiologicas dos genotipos foram alteradas conforme a
disponibilidade hidrica.

Palavras-chave: Ocimum basilicum L. Fisiologia vegetal. Biorreguladores. Estresse

hidrico.



ABSTRACT

CASTRO, Larissa Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2019.
Seed treatment and drought stress in basil: physiological and biochemical
approachs. Adviser: Willian Rodrigues Macedo. Co-adviser: Geraldo Humberto Silva.
Basil (Ocimum basilicum L.), belonging to the Lamiaceae family, is a medicinal species
used for several purposes, as: food, therapy and cosmetics. Understanding the
germination and physiological behavior of this species under unfavorable
environmental conditions is extremely important for the improvement of cultivation
methods. Given this, this dissertation was divided into two chapters. The first chapter
aimed to evaluate aspects of seed germination of Ocimum basilicum L. cv. Limoncino
in response to the use three different bioregulators, were the first was compound by
solution based on: indolbutyric acid + naphthalene acetic acid + gibberellic acid; other
treatment with gibberellic acid, alone, and a third treatment composed by solution of
24-epibrasinolide In the second chapter we focus on the influence of water deficit on
physiological and biochemical characteristics in distinct phenological stages of the
species (vegetative and reproductive), using three genotypes: Alfavaca basilicao,
Gennaro de menta and Grecco a palla. We conclude that, in the first chapter, shoot
and root length were positively influenced by the application of gibberellic acid and
brassinosteroids, respectively. In the second chapter we found that the water deficit in
the vegetative phase is less harmful for plant development, while during flowering the
physiological responses of genotypes were altered according to water availability.

Keywords: Ocimum basilicum L. Plant physiology. Bioregulators. Hydrical stress.
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INTRODUCAO GERAL

A humanidade utiliza plantas para diferentes fins, desde aplicacdo medicinal,
alimentacao, material para construcao ou aquecimento (CUNHA et al., 2009), sendo
que as plantas aromaticas, condimentares e medicinais (ACM) constituem um grupo
de espécies que vém despertando crescente interesse pelo homem (CORREA
JUNIOR e SCHEFFER, 2013). Ainda segundo Corréa Junior e Scheffer (2013),
poucos estudos sao realizados nessa area, fazendo com que apenas uma pequena
porcentagem dessas plantas seja explorada comercialmente consoante as suas
propriedades terapéuticas.

Dentre as diversas espécies medicinais conhecidas, o manjericao (Ocimum
basilicum L.), espécie mais utilizada da familia Lamiaceae no Brasil, também
denominado por alfavaca basilico, alfavaca-cheirosa ou manjericao-comum
(RODRIGUES e SANTOS, 2005), pode ter uso como medicamento, assim como
condimento, devido suas caracteristicas aromaticas (VENANCIO, 2006). Seu 6leo
essencial tem grande apreco na culinaria, aromatizagao de alimentos e bebidas, além
de poder ser utilizado nas industrias de cosmético e perfumaria (NOLASCO, 1996).

Plantas aromaticas sdo capazes de produzir 6leos essenciais em quantidade
significativa, os quais lhes conferem propriedades odorificas (CUNHA, 2010).
Segundo Blank et al. (2004) e Ereno (2006), o manjericao possui grande potencial
agron6émico para extragao do linalol, o qual € um dos componentes principais do seu
6leo essencial, numa fragcéo representativa de 40,2 a 48,5%

O conhecimento dos efeitos climaticos da regido de plantio, os tratos culturais
adequados e os fatores abidticos que afetam o crescimento e desenvolvimento da
planta é de suma importancia para obter produtos com alta qualidade da biomassa e
dos teores dos principais constituintes de cada planta (BLANK et al., 2005).

Considerando a crescente demanda por plantas com propriedades medicinais
e aromaticas, e também a necessidade de melhoria do manejo agronémico das
mesmas, este trabalho teve por objetivo avaliar caracteristicas fisiologicas da
germinacao, em sementes previamente tratadas com biorreguladores, no primeiro
capitulo. E as respostas fisiolégicas e bioquimicas de trés variedades de manjericao
submetidas ao déficit hidrico, no segundo capitulo, visando encontrar as condi¢cdes
mais adequadas para o cultivo comercial dessa espécie.
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CAPITULO 1 - EFEITOS DE BIOREGULADORES NA GERMINAGCAO DE
SEMENTES E CRESCIMENTO DE MUDAS DE MANJERICAO

Resumo: O manjericao (Ocimum basilicum L.) apresenta multiplas finalidades,
abrangendo desde funcdo condimentar até cosmética, porém caracteristicas de
dorméncia das sementes podem dificultar o cultivo desta espécie. Esta pesquisa
objetivou avaliar aspectos da germinacao de sementes de Ocimum basilicum L. cv.
Limoncino, em resposta ao uso de distintos biorreguladores. Os tratamentos utilizados
via embebicdo do substrato, foram: testemunha (agua destilada), solucado de um
produto formulado a base de acido indolbutirico + acido naftaleno acético + &acido
giberélico (0,2 mL L', Liko Quimica), acido giberélico (0,5 mM L-', progibb-400) e
brassinosterdides (0,1 mM L-). Avaliaram-se: indice de velocidade de germinacao,
primeira contagem, taxa de germinagao, comprimento radicular e de parte aérea e
pigmentos foliares. Os resultados dos testes de germinagao, primeira contagem, IVG
e pigmentos foliares ndo permitiram detectar diferencas na qualidade fisioldgica das
plantulas; porém o comprimento da parte aérea e raiz foram influenciados
positivamente pela aplicacdo de &cido giberélico e brassinosterbides,
respectivamente. O acido giberélico e os brassinosterdides sao biorreguladores

promissores para estimular o crescimento inicial do manjericéo.
Palavras-chave: Auxina. Brassinosteroides. Giberelina. Ocimum basilicum L.

Abstract: Basil (Ocimum basilicum L.) plants have multiple uses, ranging from spice
to cosmetic purpose, besides being a source of essential oil and aromatic, commonly
propagated by seed. However, few agrotechnologies are used to enhance the seed
germination and initial growth in this crop. For this reason our research aimed to
evaluate aspects of seed germination of Ocimum basilicum L. cv. Limoncino, subjected
to different bioregulators. These treatments were applied via substrate imbibition, as
follows: control (distilled water), solution of a product formulated based on indolbutyric
acid + naphthalene acetic acid + gibberellic acid (0.2 mL L™, Liko Quimica), gibberellic
acid (0, 5 mM L, progibb-400®) and brassinosteroids (0.1 mM L'). We evaluated:
germination rate, germination speed index, first count, root and shoot length and
photosynthetic leaf pigments. The bioregulators did not influence germination, first
count, IVG and photosynthetic leaf pigment, but application of gibberellic acid and
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brassinosteroids improve the shoot and root length, respectively. The gibberellic acid

and brassinosteroids are promising bioregulators for stimulating initial basil growth.

Key-words: Auxin. Brassinosteroids. Gibberelin. Ocimum basilicum L.

INTRODUCAO

O manjericao (Ocimum basilicum L.), pertencente a familia Lamiaceae, € uma
planta que pode ser considerada anual ou perene, de acordo com seu local de cultivo
(PEREIRA e MOREIRA, 2011). Plantas desta familia sdo fontes de ingredientes para
industrias cosméticas, pois seus produtos naturais possuem propriedades de protecao
UV, antirrugas, antienvelhecimento, antipoluigdo, hidratante e suavizante devido ao
alto teor de linalol (FERNANDES et al., 2004; PEREIRA e MOREIRA, 2011; DORNI
et al., 2017).

O cultivo de manjericao pode ser limitado por fatores exdégenos adversos como:
condicoes ambientais (PAULUS et al., 2016) ou dorméncia das sementes (AMARO et
al., 2012). Segundo Mendes e Carvalho (2015), a germinacao é um processo biolégico
complexo e é uma das etapas mais importantes do ciclo de vida das plantas,
influenciada por mecanismos fisicos e metabodlicos que culminam no crescimento do
eixo embrionario.

A utilizacdo de sementes com alto potencial fisiol6gico é de suma importancia
para o sucesso da cultura (OLIVEIRA et al., 2012), onde o cultivo com sementes
envolvidas por uma camada de mucilagem pode ser prejudicado, em decorréncia da
mucilagem dificultar a germinagdo e o crescimento das pléantulas, ocasionando
condicao de dorméncia de barreira fisica nas sementes (CARMONA et al., 2004).
Varios estudos foram realizados para identificar procedimentos de quebra de
dorméncia e promover a germinacdo de sementes, como variagéo de luz, substrato e
temperatura, que fornecem altas porcentagens de germinacdo em espécies com
propriedades medicinais (CASTRO et al., 2002; PIRES et al., 2002).

Além disso, tratamentos adicionais sdo cruciais para romper a dorméncia e,
portanto, proporcionar maiores taxas de germinacgao, e o uso de biorreguladores pode
melhorar a germinagéo das sementes e o desempenho inicial das mudas (POWEL e
MATTHEWS, 1988), porque esses compostos também participam da regulacao da
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maturidade, dorméncia e germinacdo das sementes (BEWLEY e BLACK, 1985) e
atuam imitando a atividade dos hormdénios enddgenos das plantas (CASTRO e
VIEIRA, 2001).

Os hormbnios sao moléculas sinalizadoras responsaveis pela comunicacao
entre as diferentes partes das plantas, as quais, em baixas concentracdes, regulam e
coordenam o desenvolvimento e crescimento vegetal, entre os hormonios vegetais
mais conhecidos, tem-se: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e acido abscisico,
e, adicionalmente moléculas descobertos recentemente, como: acido salicilico, acido
jasmodnico, brassinosterdides, estriglactonas, além de moléculas com potencial
regulacao do crescimento, como: poliaminas e polissacarideos (MACEDO e CASTRO,
2015).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de trés
diferentes biorreguladores, brassinosteréides, acido giberélico e uma formulagéao a
base de acido indolbutirico + acido naftaleno acético + giberelina, sobre a fisiologia da
germinacao e no desempenho de mudas de manjericao.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Fisiologia e Metabolismo da Produgéo
Vegetal (LAFIMEPRO) da Universidade Federal de Vigosa - Campus Rio Paranaiba,
no periodo de setembro a outubro de 2018. As sementes de manjericao (Ocimum
basilicum L.) cv. Limoncino utilizadas foram obtidas por sementes comerciais (ISLA
Sementes), com as seguintes caracteristicas: 100% de pureza, 82% de germinacao,
pertencentes ao lote: 115518-000.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e oito repeticdes. Os tratamentos consistiram em: T1 - testemunha
(embebicdo somente em agua destilada); T2 - embebicdo em solugéo de formulado a
base de acido Indolbutirico + acido naftaleno acético + &acido giberélico (0,2 mL L' —
Solucéo T13); T3 - &cido giberélico (0,5 mM L progibb-400); e T4 — brassinosterdides
(0,1 mM L' 24-epibrassinolideo).

As sementes foram submetidas ao teste de germinacao, em camara B.O.D.
previamente regulada a temperatura média de 25° C (£ 5°C) em um ciclo de 24 horas,
com fotoperiodo de 8 horas de luz, de acordo com as Regra para Analise de Sementes
(BRASIL, 2009). Para este teste, 25 sementes foram sobrepostas em papéis
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germitest® embebidos na proporcao dos respectivos tratamentos em 2,5 vezes a
massa seca dos papéis (BRASIL, 2009).

Foram analisadas as variaveis: germinacao, primeira contagem de germinacao,
indice de velocidade de germinacao, comprimento da parte aérea e raizes e conteudo
de pigmentos foliares.

O teste de primeira contagem de germinacao foi conduzido concomitante aos
testes de germinacgao e indice de velocidade de germinacao, considerando o numero
de plantulas normais, onde, conforme Regras de Analise de Sementes (BRASIL,
2009), a avaliacao de manjericao é realizada aos 4 e 14 dias, ap6s a montagem do
teste.

O indice de velocidade de germinagao (IVG) consistiu na contagem diaria do
numero de plantulas normais emergidas até a estabilizacdo da emergéncia. Ao
finalizar o teste, com os dados diarios e as respectivas contagens dos numeros de
plantulas emergidas, foi calculado o IVG, utilizando-se a formula proposta por Maguire
(1962):

61 G2 Gn
N1 N2 'Nn
Onde:
IVG = indice de velocidade de germinacao;
G1, G2,... Gn = numero de plantulas normais computadas na primeira contagem, na
segunda contagem,... e na ultima contagem;
N1, N2,... Nn = numero de dias da semeadura a primeira, a segunda,... € a ultima
contagem.

Os comprimentos da parte aérea e de raizes foram mensurados com auxilio de
régua graduada no oitavo dia apds implantacdo do teste. Posteriormente a essas
medic¢oes, as folhas foram coletadas para andlise dos pigmentos foliares, onde 0,1 g
de tecido foliar foi acondicionado em tubos plasticos (50 mL), contendo solucao de
acetona 80% (v/v), e mantidos por 72 horas em auséncia de luz (MACEDO et al.,
2013), o conteudo sobrenadante foi submetido a leitura em um espectrofotometro
(SP-2000 Espectro de UV) nas absorbancias de 645 e 663 nm, para determinagéo
das clorofilas a; b, e total, e 470 nm para determinacéo dos carotenéides (WITHAM et
al., 1971). Os resultados foram expressos em miligramas por grama de pigmento no
tecido foliar fresco (mg g-1).
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Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidade,
com auxilio do software Speed Stat (CARVALHO E MENDES, 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes apresentaram uma camada de mucilagem em volta do tegumento,
apos um periodo estimado de 15 segundos em contato com os papéis germitest®
umedecidos, ainda no preparo do teste de germinacdo. Conforme Carmona et al.
(1994), a presenca de mucilagem aderida as sementes pode prejudicar a germinacao
e o desenvolvimento de plantulas, ou também ocasionar uma germinacao
desuniforme, o que explicaria a dorméncia das sementes em estudo. Em trabalhos
realizados previamente, observaram-se a reducao da porcentagem de germinacao de
sementes em decorréncia da presenca de mucilagem em maracuja (SAO-JOSE e
NAKAGAWA, 1987), champaca e alface (CANDIANI et al., 2004), mamao (ONO et al.,
2004) e pitaia vermelha (GODQY et al., 2012).

O teste de germinacao (Figura 1A), o IVG (Figura 1B) e primeira contagem de
germinacao (Figura 1C) ndo apresentaram diferencas significativas no teste de
medias, no entanto, o tratamento com &cido giberélico apresentou ganhos de 6,86;
0,63 e 10,00%, para taxa de germinagao, IVG e primeira contagem, respectivamente,
quando comparado as menores médias encontradas. Levando em consideragao que
as sementes sdo relativamente pequenas, essa maior porcentagem pode reduzir as
perdas, quando for realizada a semeadura direta no campo, garantindo o estande
adequado.
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Figura 1 — Taxa de germinagéo (A), indice de velocidade de germinacao (B) e primeira
contagem da germinacdo de sementes de manjericio submetidas a diferentes
biorreguladores.

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (5%).

A giberelina importante papel na aceleragcao e uniformidade na germinagao de
diversas espécies, pois no processo de germinacao participa da ativacao de enzimas
hidroliticas que atuam no desdobramento das substancias de reserva (PASSOS et al.,
2004). Estudos comprovam que a aplicagao de acido giberélico em sementes ou em
pré-embebicdo das mesmas, proporciona um aumento na quantidade de sementes
germinadas e acelera o processo germinativo (RODRIGUES E FIOREZI, 2015;
SANTOS, 2015; MURAKAMI et al., 2011).

Quanto maior o IVG, maior a possibilidade de obterem-se plantulas mais
vigorosas em menor espaco de tempo, o que pode ser observado pela correlacao
observada de tais dados com os resultados de primeira contagem (KAPPES et al.,
2012).

O comprimento radicular (Figura 2A) variou entre os tratamentos, onde a maior
média foi observada no tratamento com brassinosteréides, aplicado via substrato, e
em contrapartida, o menor valor foi constado no tratamento formulado com auxinas e
giberelina (solugdo T13), os brassinosteréides sdo horménios vegetais que regulam
processos de alongamento celular e diferenciacdo do xilema, com respostas no
alongamento de raizes e caules, germinagdo de sementes e dominancia apical
(GROVE et al., 1979; FUJIOKA e SAAKURAI, 1997; BAJGUAZ e TRETYN, 2003).
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Figura 2 — Comprimento radicular (A) e de parte aérea (B) de plantulas de manjericao
submetidas a diferentes biorreguladores.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (5%).
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Ao observarmos a composicao da solugcéao T13, dois tipos de auxinas sintéticas
(acido indolbutirico + &cido naftaleno-acético), e considerarmos que a planta ainda
produz auxina enddgena, o baixo valor encontrado para comprimento radicular
(Figura2A) pode ser causa de uma fitotoxidez ocasionada por essa combinacao de
hormédnios, o que, provavelmente, gerou uma alta concentracao dentro da planta.

Quanto ao comprimento da parte aérea (Figura 2B), a aplicacdo do acido
giberélico favoreceu o crescimento, apresentando uma diferenca de 88,08% quando
comparado com a menor média (controle). Resultados semelhantes foram
encontrados para plantas de melancia (SILVA et al., 2014) e alface (MENEZES et al.,
2006), submetidas ao acido giberélico também expressaram maior potencial de
crescimento da parte aérea.

O tratamento com acido giberélico alcangou os maiores valores tanto para o
comprimento radicular quanto para o comprimento aéreo. A giberelina apresenta
como principal caracteristica a promog¢ao do alongamento dos internédios em diversas
espécies (LIMA et al., 2007).

Houve diferencas significativas em relacdo aos pigmentos foliares entre os
tratamentos (Figura 3), onde nota-se que os maiores valores ocorrem na auséncia dos
biorreguladores. Em trabalho realizado por Cruz (2017), foram encontrados resultados
semelhantes, a aplicagdo da citocinina (2-isopenteniladenina) reduziu os valores
encontrados para clorofila a, b e total.

Os reguladores vegetais apresentam potencial de modificar o contetdo de
pigmentos foliares (LONGATTI, 2012), ainda de acordo com Chaves et al. (2014),
espera-se um aumento nas concentragbes desses pigmentos ao decorrer do
crescimento e desenvolvimento das culturas. Além disso, a resposta da planta quando
se aplica biorreguladores pode variar de acordo com a espécie, estagio de
desenvolvimento, balangco hormonal endbégeno e idade da mesma (AFTAB et al.,
2010; IDREES et al., 2010a; IDREES et al., 2010b; IDREES et al., 2011; IDREES et
al., 2012; NAEEM et al., 2009, NAEEM et al., 2010; NAEEM et al., 2011).

CONCLUSOES

Concentragdes reduzidas de biorreguladores, com exceg¢do da solugdo T13,
aplicados em sementes de manjericao, sédo eficazes no crescimento e

desenvolvimento das plantulas.
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A aplicacao de brassinosterdides e acido giberélico exerceram respostas
fisiolégicas distintas, estimulando o crescimento das raizes e parte aérea das

plantulas de manjericao, respectivamente.
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CAPITULO 2 - ALTERACOES FISIOLOGICAS E METABOLICAS EM
VARIEDADES DE MANJERICAO (OCIMUM BASILICUM L.) SOB DIFERENTES
CONDICOES DE DISPONIBILIDADE HIiDRICA

RESUMO: Poucos estudos relatam sobre técnicas modernas de cultivo de plantas
medicinais e aromaticas, sendo que a produtividade pode ser afetada por diversos
fatores, dentre eles aqueles classificados como abiéticos. A disponibilidade hidrica é
capaz de influenciar tanto a produgdo como a composicdo dos metabdlitos
secundarios, estes considerados o produto com maior valor agregado. Diante disso,
objetivou-se avaliar a influéncia das distintas disponibilidades hidricas sobre
caracteristicas fisiolégicas e metabdlicas em trés variedades de manjericdo. O
experimento foi conduzido em casa de vegetagao, utilizando-se um esquema fatorial
3x2, sendo trés variedades de manjericao (Alfavaca basilicdo, Gennaro de menta e
Grecco a Palla) e dois niveis de agua no solo (60 e 80% da capacidade de campo),
em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes. A umidade do solo
foi monitorada por meio da pesagem diaria dos vasos. A pesquisa consistiu em dois
experimentos, o primeiro realizado aos 75 dias apés o plantio (DAP) (fase vegetativa)
e 0 segundo aos 120 DAP (fase de florescimento). Em ambos se avaliaram
caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas. Verificou-se que no primeiro experimento, o
estresse moderado ndo prejudicou o conteudo de agua foliar, enquanto aumentou a
atividade enzimatica da CAT para o alfavaca basilicdo e reduziu os teores de clorofila
a e b, em contrapartida aumentou o teor de carotenoides para o Grecco a palla.
Quanto aos Odleos essenciais, observou-se que o nerolidol demonstrou maior
expressividade no Grecco a palla e Gennaro de menta, e o linalol para o alfavava
basilicdo, quando em déficit hidrico. No segundo experimento, constatou-se que o
estresse moderado reduziu o conteudo de agua foliar nas variedades Alfavaca
basilicdo e Grecco a palla, elevou o extravasamento de eletrélitos e o teor de prolina
em todos as variedades, porém reduziu o teor dos pigmentos foliares para o material
Gennaro de menta. Quanto as trocas gasosas, somente aos trés dias de restricao
reduziu a assimilagdo de COz2, a condutancia estomatica e a transpiracao foliar para o
material Alfavaca basilicao, enquanto o Grecco a palla elevou sua eficiéncia de uso
de agua sem estresse. Pode-se concluir que as plantas se comportam de formas
distintas de acordo com seu estadio fenoldgico, onde as variedades demonstraram

tolerancia a seca na fase vegetativa e, na fase de florescimento, apresentaram
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respostas fisioldégicas conjuntas afim de conferir maior resisténcia as condicoes
adversas impostas.
Palavras-chave: Estresse hidrico. Plantas medicinais. Oleos essenciais. Trocas

gasosas.

Abstract: Few studies showed modern techniques for medicinal and aromatics plants
cultivation, being the productivity may be affected by several factors, including abiotic
stress. Water availability is able to influence both the production and the composition
of secondary metabolites, these last are considered the major product of medicinal and
aromatics plants, with highest added value. The objective of this study was to evaluate
the influence of distinct water availability on physiological and metabolic characteristics
in three basil varieties. The experiment was carried out in a greenhouse using a
factorial scheme 3 x 2, with three basil varieties (Alfavaca basilicao, Gennaro de menta
and Grecco a Palla) and two soil water moisture (60 and 80% of field capacity), in a
completely randomized design with four replications. Soil moisture was monitored by
daily pot weighing. The research consisted of two experiments, the first was performed
at 75 DAP (during vegetative stage) and the second at 120 DAP (during flowering
stage). In both experiments we evaluated physiological and biochemical parameters.
In the first experiment, moderate stress did not affect leaf water content, while
increasing the enzymatic activity of CAT for Alfavaca basilicdo and reducing the
content of chlorophyll a and b, in contrast increasing the content of carotenoid for
Grecco a palla. For essential oils, it was observed that nerolidol showed greater
expressiveness in Grecco a palla and Gennaro de menta, and linalol for Alfavava
basilicdo, when in drought stress. In the second experiment, it was found that 80 % of
soil moisture reduced relative water content in the leaf of Alfavaca basilicdo and
Grecco a palla varieties, and increased electrolyte leakage and proline content in all
varieties, however reduced leaf pigment content for Gennaro de menta. For gas
exchange, after three days of water restricto there was reduced CO2 assimilation,
stomatal conductance and leaf transpiration for Alfavaca basilicao, while Grecco a
pallaincreased its efficiency of use of photosynthetic water in 80% of soil moisture. We
conclude that the plants had different behavior according to their phenological stage,
where the varieties showed drought tolerance in the vegetative phase and, in the
flowering phase, presented joint physiological responses in order to confer greater

resistance to the imposed adverse conditions.
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Key-words: Drought stress. Medicinal plants. Essential oils. Gas exchange.

INTRODUGCAO

O manjericao (Ocimum basilicum L.) destaca-se como uma importante planta
medicinal e aromatica, gracas aos principais componentes do seu 6leo essencial,
sendo o linalol, um terpeno, e o eugenol, um fenilpropandéide (DOU et al., 2018; DOU
et al., 2019). As plantas dessa espécie sao muito sensiveis as condicdes ambientais,
e isso acarreta grandes perdas agronémicas e econdémicas (ENKHBILEG et al., 2019).

Alteracbes nas condicbes ambientais e de cultivo obrigam as plantas a
adaptarem seu sistema fotossintético, e isso modifica seu desempenho fisioldgico
(GONCALVES et al., 2019). Entre as condicbes ambientais que mais impactam o
manjericao, a disponibilidade de agua figura como um fator primordial para essa
espécie, estudos apontam que o estresse hidrico afeta negativamente processos
fisiologicos e, consequentemente, o crescimento das plantas (AFKARI, 2018;
JANUSKAITIENE et al., 2019.)

O déficit hidrico afeta diretamente o crescimento e desenvolvimento da planta
por controlar a abertura e fechamento de estdématos, pois a falta de agua no solo
ocasiona a reducao do potencial de agua na folha e sua condutancia estomatica,
resultando no bloqueio do fluxo de COg, reducdo no acumulo de fotoassimilados e
reduzindo a produtividade (GHOLZ et al., 1990; BIANCHI et al., 2016).

A tolerdncia ao estresse durante o desenvolvimento da planta € uma
caracteristica de extrema importancia para garantir sua sobrevivéncia, respostas
como a redugdo da area foliar, abscisdo foliar, limitacdo da fotossintese e o
fechamento de estdmatos sdo mecanismos de tolerancia a seca (MIRFAZELI et al.,
2015).

O controle do déficit hidrico € o grande desafio para a produc¢do agricola, no
entanto, quando estimado e contido, o estresse hidrico pode ser aplicado como uma
forma de empregar os recursos hidricos de forma sustentavel, e, ao mesmo tempo,
aumentar a producéo de metabdlitos secundarios, em cultivos de espécies medicinais
e aromaticas (MOTA, 2018).

Tendo em vista o reduzido niumero de trabalhos a respeito do efeito da
disponibilidade hidrica nas caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do déficit hidrico em trés variedades de O.
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basilicum (Alfavaca Basilicdo, Gennaro de Menta e Grecco A Palla) em diferentes

estadios fenoldgicos da espécie.
MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi conduzida no laboratério de Fisiologia e Metabolismo da
Producao Vegetal (LAFIMEPRO), da Universidade Federal de Vigosa — Campus Rio
Paranaiba, com o plantio de manjericao em vasos, no interior de casa de vegetacao,
durante o periodo de 125 dias (setembro de 2018 a fevereiro de 2019).

As plantas foram obtidas a partir de sementes comerciais (ISLA Sementes) e a
semeadura realizada em bandejas de polietileno de 128 células contendo substrato
comercial (Plantmax®). No transplantio foram utilizados vasos plasticos de 5L de
capacidade, preenchidos com latossolo argiloso previamente peneirado, o qual
ocorreu 28 dias ap6s a semeadura. Foi realizada andlise do solo utilizado e obteve-se
as seguintes caracteristicas: Matéria Orgéanica: 26 g dm3; P: 8 mg dm3; K: 2,2 mmol
dm=3; Ca: 33 mmol dm=?; Mg: 10 mmol d3; pH: 5,3. Em ambos os experimentos houve
a adubacéo no transplantio, conforme a recomendacéo da empresa fornecedora das
sementes, sendo 30g de adubo formulado a base de nitrogénio, fésforo e potassio (N-
P-K) por m? de area, onde utilizamos o formulado 08-28-16 (N-P-K), o controle de
plantas invasoras de forma manual, aplicacdo do inseticida thiamethoxam (300g 100
L") e irrigacdo manual (trés vezes ao dia), afim de manter a umidade do solo préxima
a capacidade de campo.

A irrigacdo dos vasos levou em conta a capacidade maxima de retencao da
agua do solo em estudo, utilizando a metodologia da pesagem dos vasos proposta
por Klar (1966) e Fernandes & Syke (1968). Foi considerado que 80% da capacidade
de campo seria uma condi¢cao adequada de disponibilidade de agua as plantas e 60%
da capacidade de campo uma condicdo de estresse moderado as plantas. Assim
desde o plantio todos os vasos foram mantidos irrigados a 80% da capacidade de
campo, até o momento da imposicdo da restricdo hidrica moderada, que nesta
pesquisa foi adotado o valor de 60 % da capacidade de campo, com acompanhamento
diario para reposicdo da agua evapotranspirada (trés vezes ao dia) sempre que a
variagdo entre a massa inicial do vaso e a massa obtida no dia da avaliacdo fosse
inferior a 5%, consequentemente, a diferenga entre as massas correspondeu a

quantidade de agua a ser completada (MARIN, 2003).
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Esta pesquisa consistiu em avaliagdes fisioldgicas e bioquimicas em estadios
fenolégicos distintos, onde ocorreu a utilizacdo das mesmas plantas durante os dois
estagios fenoldgicos (vegetativo e reprodutivo), porém com distintos ciclos de déficit
hidrico, sendo o primeiro ciclo na fase vegetativa, com a posterior reidratacdo, e uma
retomada do segundo ciclo de déficit hidrico na fase reprodutiva.

A primeira avaliagdo, realizada durante o estadio vegetativo, onde o déficit
hidrico foi imposto aos 75 dias apés o plantio (DAP), com avaliagcdo de: conteudo
relativo de agua (CRA), proteina total solavel (PTS), atividade de enzimas
antioxidantes (CAT e APX), pigmentos foliares fotossintetizantes (clorofilas a; b; total
e carotenoides), e o teor de 6leos essenciais.

Para o conteldo relativo de agua (CRA), logo apds a coleta, foram retirados 10
discos foliares e o peso fresco (PF) foi registrado de imediato. Os discos foliares foram
mantidos em 20mL de agua durante 24 horas e, posteriormente, obteve-se o peso
umido (PU). Em seguida, o material vegetal foi seco por 72 horas a 70° C em estufa

e 0 peso seco (PS) foi anotado. O CRA foi calculado através da férmula:

PF — PS
CRA(%) = [m x100

O método utilizado para a determinacao dos teores de proteinas totais sollveis
(PTS) foliares foi o descrito por Bradford (1976). A reagao foi preparada com 20 pL do
extrato protéico, somado a 3,0 mL de reagente de Bradford, pronto para uso (LGC
Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil). A leitura foi realizada em espectrofotometro a 595
nm, e a concentracao de PTS calculada a partir da curva padrédo preparada com
albumina de soro bovino (BSA). Os resultados obtidos foram expressos em mg de
proteina por g-' de matéria fresca.

Para quantificar a atividade das enzimas antioxidantes, ascorbato peroxidase
(APX) e catalase (CAT), foram utilizadas as seguintes metodologias:

A atividade de APX foi determinada conforme o método descrito por Nakano e
Asada (1981). A mistura da reacgao foi constituida de tampao fosfato de potassio 80
mM pH 7,0; ascorbato (5mM); EDTA (1mM); H202 (1mM) e extrato vegetal. A
degradacdo do peroxido de hidrogénio durante um minuto determina, através de
alteracbes na absorbancia a 290 nm, determina sua atividade. Os resultados foram
expressos em pmol APX min' mg™' PTS.
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Enquanto a atividade de CAT foi determinada pela adicédo de 100 yL do extrato
protéico, em 2,9 mL de uma solugcédo contendo 12,5 mM H20> e 50mM de tampao
fosfato de potassio, em pH 7,0, com medi¢cdes na diminuicdo da absorbancia a 240
nm, em espectrofotdmetro, a 30°C. Os resultados foram expressos em pmol CAT min-
"mg' PTS (HAVIR e McHALE, 1987).

A quantificacdo dos pigmentos foliares, clorofila a (Chl. a), clorofila b (Chl. b),
clorofila total (Chl. total) e carotenoides (Car), foi avaliada através de extracdo com
uso de solvente (80% acetona), modificada segundo Macedo et al. (2013), sem o
processo de maceracao dos tecidos vegetais. O material vegetal foi acondicionado
em tubos plasticos (50mL) contendo solucéao de acetona 80% (v/v) e foram mantidos
no escuro por 72 horas. Posteriormente, os extratos foram submetidos a leitura em
um espectrofotdmetro (SP-2000 Espectro de UV) nas absorbancias (WITHAM et al.,
1971) de 663, 645 e 470 nm, para determinacao das clorofilas a, b e carotendides,
respectivamente. Os valores obtidos foram utilizados para célculos dos resultados, e
estes foram expressos em miligramas por grama de pigmento no tecido foliar fresco
(mg g7).

A obtengdo dos Oleos essenciais foi realizada através do método de
hidrodestilacao, utilizando aparelho de CLEVENGER, usando-se 100 g das folhas
secas, em 1000 mL de agua destilada, em temperatura maxima de 100 °C, o tempo
de extragdo foi de 90 minutos, apos a primeira gota. A analise quimica dos dleos
essenciais foi por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), em um equipamento modelo QP2010 (Shimadzu). A identificacdo dos compostos
se deu através da comparacdao dos espectros de massas com 0s existentes na
biblioteca NIST, interpretacdo visual dos espectros de massas e comparagcdo dos
indices de retencéo. O percentual relativo de cada composto foi calculado através da
razdo entre area de cada pico com a area total de todos os constituintes da amostra.

Ja na segunda avaliacao, foi imposto um segundo déficit hidrico aos 120 dias
apos o plantio (DAP), com duracao de trés dias, coincidindo com a fase fenolégica de
pleno florescimento e formagdo de sementes, considerados estadios criticos a
restricdo hidrica. Foram avaliadas trocas gasosas, conteudo de pigmentos foliares,
teor de prolina, extravasamento de eletrdlitos e conteudo relativo de agua (CRA).

As avaliacbes das trocas gasosas incluiram a mensuracdo da taxa de
assimilagdo de CO2 (A) (umol m2 s™), transpiracéo foliar (E) (mmol de H.O m2?s) e
condutancia estomatica (gs) (mmol m? s''), de posse desses dados, foi quantificada
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a eficiéncia do uso da agua (A/E) [(umol m2 s!) (mmol Ho2O m2 s')-']. As mensuragdes
ocorreram durante os trés dias de restricao hidrica, no periodo de 9:00 as 10:00 hs,
com auxilio do analisador de trocas gasosas, modelo LI-6400 XT (Li-Cor Biosciences,
USA), acoplado a um fluordmetro, com densidade de fluxo de fétons de 900 umol m=2
s”'. Para a variedade Gennaro de menta n&o foi possivel realizar essas avaliagdes,
em decorréncia do tamanho reduzido do limbo foliar.

O teor de prolina foi quantificado conforme Bates et al. (1973), cujos valores
foram quantificados através de espectroscopia de fluorescéncia.

Para o extravasamento de eletrélitos (EE) utilizou-se 0 método proposto por
Blum e Ebercon (1981), adaptado por Silveira et al. (2001), onde foi determinada a
condutividade elétrica (L1) de uma solucao de agua destilada (20mL) que continha 10
discos foliares imersos por 24 horas. As amostras permaneceram em banho-maria a
100°C por uma hora e, posteriormente, a condutividade elétrica da solugéo foi
mensurada novamente (L2). Obteve-se a quantificagcdo (%) do extravasamento de

eletrélitos através da formula:

L1
EE(%) = (ﬁ)xloo

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3x2 (cultivares x niveis de agua), sendo trés variedades de
manjericao (Ocimum basilicum L.): Gennaro de Menta, Grecco a Palla e Alfavaca
basilicdo, e dois niveis de agua 60% (estresse moderado) e 80% (sem estresse) com
base na capacidade total de retencao de dgua do solo, totalizando seis tratamentos e
quatro repeticdes. Para as trocas gasosas, foi utilizado o esquema fatorial 2x2 (2
niveis de agua e 2 cultivares), em decorréncia da inviabilidade de realizar as
mensuragdes na variedade Gennaro de menta.

Os dados obtidos de todas as variaveis foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) com comparagdes entre médias dos tratamentos experimentais pelo teste
F seguido da aplicagéo do teste Student-Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidade,
utilizando o programa estatistico Speed Stat (CARVALHO e MENDES, 2017). Para
analise de 6leos essenciais, as médias foram avaliadas por andlise de componentes
principais (ACP), com auxilio do software PAST (HAMMER et al., 2001).
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RESULTADOS

12 Avaliacdo: Experimento: avaliages na fase vegetativa

Os resultados obtidos para o conteudo relativo de agua (Figura 1),
demonstraram que ao nivel de 80% de agua no solo n&o houve diferenga significativa
entre as variedades. O déficit hidrico ndo influenciou a quantidade de agua foliar para
as variedades Alfavaca basilicao e Grecco a palla, onde somente a variedade

Gennaro de menta apresentou reducao significativa quando imposto a essa condigao.

100 -
_ PR 060%
s Aa Aa i
< T Aa Aa 080%
© T T L -
3 75 4 L I T £
[o)] 1
“©
@
©
o
= 50 A
©
e
o
S
2 25 -
c
Q
o

0
Alfavaca basilicdo Genaro de menta Grecco a palla

Figura 1 — Conteudo relativo de agua em folhas aos 75 DAP. Médias seguidas pela
mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste SNK a 5%. Letras maiusculas
comparam as médias dentro dos niveis de agua, e letras minusculas comparam as
médias dentro das variedades.

Para o conteudo de proteinas totais soluveis (Figura 2), os resultados n&o
apresentaram interacdo significativa, entre os niveis de agua e as variedades em
estudo, entretanto, a variedade Gennaro de menta mostrou redugéo significativa no

conteudo de proteinas totais soluveis quando submetido ao nivel de 80% de agua no
solo.
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Figura 2 — Conteudo de proteinas totais soltveis (PTS) em folhas de manjericao aos
75 DAP. Médias seguidas pela mesma letra nao se diferem estatisticamente pelo teste
SNK a 5%. Letras maiusculas comparam as médias dentro dos niveis de agua, e letras

minusculas comparam as médias dentro das variedades.

Ao nivel de 60% de agua no solo ndo observamos diferencas significativas
entre as variedades para a atividade da APX (Figura 3), porém ao nivel de 80% foi
constatado que o gendtipo Grecco a palla apresentou incremento nessa atividade,
indicando uma maior produgao de espécies reativas de oxigénio. E ao avaliarmos o
desdobramento dentro das variedades, constatou-se que o Grecco a palla teve maior
atividade da enzima APX ao nivel de 80% de agua, se comparado as demais

variedades.
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Figura 3 — Atividade da enzima antioxidante ascorbato peroxidase (APX) em plantas

de manjericao aos 75 DAP. Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem
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estatisticamente pelo teste SNK a 5%. Letras maiusculas comparam as médias dentro

dos niveis de agua, e letras minusculas comparam as médias dentro das variedades.

A variedade Grecco a palla demonstrou menor atividade da CAT sob estresse,
quando a umidade do solo se encontrava na faixa de 60% (Figura 4), enquanto ao
nivel de 80% de agua nao encontramos diferencas significativas entre as variedades.
Para o desdobramento da analise estatistica, visualizou-se que o Alfavaca basilicao
apresentou a menor atividade da enzima ao nivel de 80% e, em contrapartida, o

Grecco a palla apresentou menor atividade enzimatica ao nivel de 60% de agua no

solo.
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Figura 4 — Atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) em plantas de manjericao
aos 75 DAP. Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo
teste SNK a 5%. Letras maiusculas comparam as meédias dentro dos niveis de agua,

e letras minusculas comparam as meédias dentro das variedades.

N&o houve interacdo significativa para a variavel teor de clorofila a (Figura 5A),
porém as variedades Gennaro de menta e Grecco a palla apresentaram menores
teores ao nivel de 60% de agua. Quanto ao teor de clorofila b (Figura 5B), o déficit
hidrico reduziu o teor na variedade Gennaro de menta, enquanto ao nivel de 80% de
agua nao foram observadas diferencas significativas. E ao analisarmos o teor de
clorofila total (Figura 5C), foi possivel constatar que o estresse moderado aumentou
significativamente para o Grecco a palla, enquanto para as plantas que nao foram

submetidas ao estresse, ndo houve alteragcdes no teor. Para as variedades Gennaro
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de menta e Grecco a palla foi possivel detectar reducdo em sua clorofila total ao nivel
de 80% de agua no solo. Quanto ao teor de carotenoides (Figura 5D) nao foi
observado diferenca significativa quando as plantas foram expostas ao déficit hidrico
e, ao nivel de 80% de agua no solo, o Grecco a palla apresentou menor teor quando

comparado as demais variedades.
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Figura 5 — Teor de pigmentos fotossintetizantes, clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila
total (C) e carotendides (D) em folhas de manjericao aos 75 DAP. Médias seguidas
pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste SNK a 5%. Letras
maiusculas comparam as médias dentro dos niveis de agua, e letras minusculas

comparam as médias dentro das variedades.

Para avaliacdo dos Oleos essenciais, através de analise dos componentes
principais, foram observados relagées ou agrupamentos entre as variaveis analisadas,
e neste estudo a relagédo primordial se refere ao estudo de 3 variedades de manjericao
submetidas aos niveis de 60 e 80% de umidade no solo (Figura 6). Assim
considerando os componentes principais 1 e 2, explicam 83.88% da variancia
observada no experimento. Além disso, nota-se que o eugenol e linalol foram os
compostos mais expressivos para o Alfavaca basilicido ao nivel de 80% de agua no

solo e para o Grecco a palla sob estresse moderado.
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Figura 6 — Grafico biplot para as variedades de manjericdo submetidas aos distintos

niveis de agua no solo: com estresse (CE) ou sem estresse (SE), em relagdo a
constituicdo dos 6leos essenciais.

2° Experimento: avaliagcao durante o florescimento

Para o CRA (Figura 7), ndo houve diferenca significativa entre as variedades
ao nivel de 80% &agua, porém ao nivel de 60% de agua no solo as variedades
apresentaram comportamento distintos, sendo o Gennaro de menta aquele material
que melhor conseguiu estabilizar o conteudo de agua nas folhas, enquanto o Grecco

a palla apresentou reducgdes significativas em detrimento do déficit hidrico.
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Figura 7 — Conteudo relativo de agua das folhas aos 120 DAP. *Médias seguidas pela
mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste SNK a 5%. Letras mailusculas

comparam as médias dentro dos niveis de agua, e letras mindsculas comparam as
médias dentro das variedades.

O extravasamento de eletrélitos celulares (Figura 8) foi maior nas plantas
submetidas ao déficit hidrico, onde observou-se danos nas magnitudes, aproximadas,
de: 29; 30 e 40% para Alfavaca basilicido, Gennaro de menta e Grecco a palla,

respectivamente, quando comparadas as plantas ao tratamento de 80% de umidade
no solo.
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Figura 8 — Extravasamento de eletrdlitos das folhas aos 120 DAP. *Médias seguidas
pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste SNK a 5%. Letras
maiusculas comparam as medias dentro dos niveis de agua, e letras minusculas

comparam as medias dentro das variedades.
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Os teores dos pigmentos fotossintéticos (Figura 9) foram influenciados pelo
déficit hidrico, no tratamento com 60% de umidade no solo, e somente para a
variedade gennaro de menta, a qual apresentou menor valor dentre as demais,
enquanto as variedades alfacava basilicio e grecco a palla, ndo apresentaram
diferengas estatisticamente significativas.
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Figura 9 — Teor de pigmentos fotossintetizantes: clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila
total (C) e carotendides (D) em plantas de manjericao aos 120 DAP. *Médias seguidas
pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste SNK a 5%. Letras
maiusculas comparam as médias dentro dos niveis de agua, e letras minusculas

comparam as meédias dentro das variedades.

Os teores de prolina (Figura 10) aumentaram significativamente, com
expressivos ganhos no acumulo deste osmorregulador, durante a restricdo hidrica,
valores que atingiram médias significativas de: 860; 935; e 2430%, para alfavaca
basilicdo, gennaro de menta e grecco a palla, respectivamente. Entre as variedades,
0 grecco a palla apresentou a maior producao de prolina, seguida pelo gennaro de
menta e alfavaca basilicdo, indicando que este material apresenta mecanismo
altamente especializado para a manutengdo do turgor celular, se comparado as
demais variedades.
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Figura 10 — Teor de prolina em plantas de manjericao aos 120 DAP. Médias seguidas

pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste SNK a 5%. Letras

mailusculas comparam as médias dentro dos niveis de agua, e letras minusculas

comparam as médias dentro das variedades.

Para as trocas gasosas contatou-se que a taxa de assimilacao de carbono

(Figura 11), 1 dia (Figura 11A) e 3 dias (Figura 11C) ap6s a imposicao do déficit hidrico

nao demonstrou interacdo significativa, enquanto para 2 dias (Figura 11B) apés nao

foram encontradas diferencas significativas. No primeiro dia ap6s a imposicdo do

déficit, a variedade grecco a palla apresentou menor valor quando submetido a 80%

do nivel de agua do solo e, 3 dias apds, somente o alfavaca basilicao obteve reducéo

em sua assimilacdo quando exposto ao estresse moderado.
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Figura 11 — Taxa de assimilagdo liquida de CO2 (A) em duas variedades de
manjericao no primeiro (A), segundo (B) e terceiro dia (C) apds imposi¢cao do déficit
hidrico aos 120 DAP. Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem
estatisticamente pelo teste SNK a 5%. Letras maiusculas comparam as médias dentro
dos niveis de agua, e letras mindsculas comparam as médias dentro das variedades.

Quanto a condutancia estomatica (Figura 12), nota-se que as variedades
apresentaram comportamento semelhante a taxa de assimilagéo liquida de carbono
no primeiro (Figura 12A) e terceiro dia (Figura 12C) ap6s a imposi¢cao do estresse
moderado, o que difere dos resultados para o segundo dia (Figura 12B), onde somente

0 grecco a palla reduziu sua condutancia quando em estado de déficit hidrico.
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Figura 12 — Condutancia estomatica (Gs) em duas variedades de manjericido no

primeiro (A), segundo (B) e terceiro dia (C) apds imposi¢éao do déficit hidrico aos 120

DAP. Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste

SNK a 5%. Letras mailusculas comparam as médias dentro dos niveis de agua, e letras

mindsculas comparam as médias dentro das variedades.

Os resultados obtidos para a taxa de transpiragao foliar (Figura 13) demonstram

que, no primeiro dia (Figura 13A) apds a imposicao do déficit hidrico, houve interacdo

significativa, onde a variedade grecco a pala apresentou reducdo na mesma quando

em estresse moderado. No segundo dia (Figura 13B) apds a restricdo hidrica,
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somente a variedade grecco a palla reduziu sua taxa transpiratéria sob estresse
moderado, enquanto para alfavaca basilicdo ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas. E, ao analisarmos os resultados do terceiro dia de
déficit hidrico (Figura 13C), nota-se que ao nivel de 80% de agua no solo, houve uma
reducao significativa para o grecco a palla, e ao analisar dentro das variedades, o

alfavaca basilicao reduziu sua transpiracao quando em estresse moderado.
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Figura 13 — Taxa transpiratéria (E) em duas variedades de manjericao no primeiro
(A), segundo (B) e terceiro dia (C) apds imposicdo do déficit hidrico aos 120 DAP.
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste SNK a
5%. Letras maiusculas comparam as médias dentro dos niveis de agua, e letras

mindsculas comparam as médias dentro das variedades.

Para a eficiéncia do uso da agua (Figura 14), ndo houve interacao significativa
entre os fatores. O grecco a palla apresentou comportamento semelhante no primeiro
(Figura 14A) e terceiro dia (Figura 14C) apbs a imposocao do déficit hidrico, sendo
que reduziu sua eficiéncia ao nivel de 80% de agua no solo. No segundo dia (Figura
14B) nao foram constatadas diferencas significativas, e o alfavaca basilicao
demonstrou a mesma eficiéncia do uso da agua independente das condicdes
adversas.
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Figura 14 — Eficiéncia do uso da agua (EUA) em duas variedades de manjericao no
primeiro (A), segundo (B) e terceiro dia (C) apds imposi¢ao do déficit hidrico aos 120
DAP. *Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente pelo teste
SNK a 5%. Letras maiusculas comparam as médias dentro dos niveis de 4gua, € letras

minusculas comparam as médias dentro das variedades.

DISCUSSAO

Pondera-se que as plantas apresentaram comportamento completamente
distintos durante ambos experimentos, mas que na analise conjunta dos resultados
estes experimentos ressaltam a capacidade destas plantas retomarem sua
homeostase, apds submetidas as condicbes adversas, demonstrando suas
caracteristicas de resiliéncia e adaptacdo ao ambiente (HOLLING, 1973;
CARPENTER et al., 2001).

Na fase vegetativa, todas as variedades, fisiologicamente, apresentaram bom
comportamento homeostatico, pois conseguiram regular seu conteudo de agua foliar
(Figura 1), sendo que, o material Gennaro de menta reduziu somente em 8,1% sob
estresse, e ainda assim conseguiu manter seu CRA estavel. A manutencdo da
homeostase esta diretamente correlacionada a estabilidade fisiolégica das plantas
frente as condigbes adversas (SOUZA e BUCKERIDGE, 2004; CAMARGO-
BORTOLIN et al., 2008), sendo essencial para a sobrevivéncia das mesmas.

Quanto ao teor de proteinas totais soluveis (PTS), as variedades obtiveram
comportamento semelhante ao CRA, observado nesta pesquisa, onde somente o
gennaro de menta reduziu sua quantidade ao nivel de 80% de agua (Figura 2). De
acordo com Kerbauy (2004), as plantas tendem a aumentar o teor de PTS quando se
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encontram em condicdes de estresse, no intuito de manter o nivel de agua na folha e
induzir o ajustamento osmético da célula. Considerando os resultados encontrados, €
possivel inferir que estas variedades regularam seu metabolismo de maneira
adequada para suportar a condicao de estresse moderado (60% de nivel de agua).

Ja avaliando o metabolismo antioxidante enzimatico (Figura 3), observamos
que a variedade grecco a palla mostrou-se sensivel sob o nivel de 80% de agua no
solo, ja que, 0 aumento da atividade da enzima APX, diretamente reflete o incremento
do peréxido de hidrogénio, o substrato de inducao da reacao enzimatica (SHIGEOKA
et al., 2002; CAVALCANTI et al., 2007). Os resultados para a atividade da enzima
CAT (Figura 4) indicam que o alfavaca basilicido, quando comparado as outras
variedades, apresentou maior producao de espécies reativas de oxigénio quando em
condicoes de estresse moderado, enquanto a variedade Grecco a palla demonstrou
maior atividade enzimatica da CAT em condicdes sem estresse, o que corrobora os
resultados da atual pesquisa para a atividade da enzima APX. Segundo Greggains et
al. (2000), estas enzimas constituem uma importante defesa primaria contra os
radicais livres gerados em condi¢des de estresse, sendo capazes de degradar o H20>
e resultar em agua (H20) e oxigénio molecular (O2).

Quando expostas ao nivel de 80% de agua, ocorreu a reducao no teor de
clorofila a (Figura 5A) para as variedades Gennaro de menta e Grecco a palla, e o teor
de clorofila b (Figura 5B) para o gennaro de menta, sendo um indicativo de que as
variedades ndo conseguiram manter a integridade do seu aparelho fotossintético. O
teor de clorofila total (Figura 5C) obteve um incremento sob estresse moderado para
0 grecco a palla, enquanto as outras variedades demonstraram menor teor ao nivel
de 80% de agua no solo. Segundo Taiz e Zeiger (2013), estresses ambientais podem
inibir a sintese do acido 5-aminolevulinico, o qual é molécula precursora da clorofila
ou, ainda, incrementar na atividade da enzima clorofilase que degrada clorofila.

A variedade Grecco a palla apresentou maior teor de carotendides (Figura 5D)
quando exposto ao estresse moderado. Em situagdes de estresse hidrico, as plantas
tendem a reduzir seus teores de pigmentos fotossintéticos, em fungdo dos danos
oxidativos, e se proteger sintetizando antioxidantes como os carotendides (EGERT e
TEVINI, 2002), os quais s&o pigmentos que, durante a fotossintese, podem ter funcéo
de absorcdo de luz nos complexos de captacdo de luz ou exercendo acao
fotoprotetora do aparato fotoquimico (KERBAUY, 2004).
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Para os 6leos essenciais (Figura 6) observa-se a existéncia de um gradiente
independente, caracterizado por um agrupamento positivo entre tau.-caudinol e fitol,
enquanto nerolidol possui um comportamento negativo em relacado ao componente 1.
Ja o linalol, componente mais encontrado em plantas de manjericao (RADUNZ, 2004;
CARVALHO FILHO et al., 2006), mostrou-se antagénico ao fitol, para o0 componente
2. Estes resultados se devem a distinta disponibilidade de agua ao cultivo, e o
metabolismo diversificado existente entre as variedades de manjericao, condizendo
com os resultados observados neste experimento.

Nota-se que, no mesmo quadrante, o linalol e 0 eugenol sao identificados como
os 6leos mais expressivos para as variedades Alfavaca basilicdo sob estresse
moderado e o Grecco a palla sem estresse. O comportamento de plantas medicinais,
em termos de produgcdo de compostos, tais como alcaloides, flavondides e dleos
essenciais, é diretamente influenciado pelo déficit hidrico (BORTOLO et al., 2009), no
entanto, o nivel e a duragdo do estresse sao cruciais nas respostas dessas plantas,
em termos de qualidade e quantidade (ALVARENGA et al., 2011).

Ja na fase de florescimento, a variedade Grecco a palla sofreu reducoes
significativas no seu conteudo de agua foliar (Figura 7) quando exposta ao estresse
moderado, diferindo da fase vegetativa, indicando que as variedades nao foram
capazes de manter a homeostase nessas condigdes. Tal fato € uma evidéncia de que,
nessa fase, essas variedades possuem a estratégia de escape ao estresse hidrico
através de alteragdes morfofisiolégicas (GALLE et al., 2011; KLOEKE et al., 2012),
como a queda de folhas e abortamento de flores, ao invés da estratégia de tolerancia.
Ainda de acordo com Kramer e Boyer (1995), a severidade e duracdo do estresse
hidrico, o genoétipo e o estadio de desenvolvimento das plantas influenciam
diretamente nas respostas fisiologicas destas. Segundo Santos e Carlesso (1998),
quando as plantas sdo submetidas a déficit hidrico no inicio do seu ciclo, mais
facilmente conseguem se adaptar as condi¢ées impostas.

Os resultados indicam que a falta de agua reduz o status hidrico celular, porém
o material Gennaro de menta demonstrou aptidao fisiolégica para suportar o déficit
hidrico, essas reducdes do CRA do manjericao em fungéo do estresse hidrico também
foram relatada por Radacsi et al. (2010), que estudando diferentes niveis de
capacidade de campo (70, 50 e 30%), constataram que a condi¢cao de maior estresse

hidrico resultou em diminuicdo de 20% no conteudo relativo de agua, comparado as
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plantas do tratamento controle (que receberam agua correspondente a 70% da
capacidade de campo do solo).

Os resultados obtidos na determinacdo do extravasamento de eletrolitos
(Figura 8) demonstraram que ele foi maior em todos as variedades quando
submetidos a condigdo mais seca (60% do nivel de agua), corroborando com o0s
resultados obtidos por Khordi, Saidi e Ghanbari (2013), que concluiram que a
diminuigdo da umidade do solo de 100 para 30% resultou em aumento de 22% no
vazamento de eletrélitos em plantas de manjericdo. De acordo com Mahajan e Tuteja
(2005), o aumento no vazamento de eletrdlitos é um dos efeitos do estresse hidrico,
que indica a desidratacdo do protoplasma e pode resultar em desordens no
metabolismo celular.

A reducdo nos teores dos pigmentos fotossintetizantes (Figura 9) para o
gennaro de menta em condigées de estresse moderado é um indicativo de que o
genotipo entrou em estado de estresse hidrico (ASHRAF e HARRIS, 2013), onde essa
redugao ocorre em fungdo dos danos oxidativos (EGERT e TEVINI, 2002). Resultados
semelhantes foram encontrados por Khordi, Saidi e Ghanbari (2013) ao trabalhar
somente com uma variedade de manjericao sob déficit hidrico. Ainda segundo esses
mesmos autores, a reducao de clorofila em resposta a estresses ambientais depende
do gendtipo da planta, e isso pode ter influenciado os resultados do presente trabalho,
ja que foram utilizadas trés variedades de manjericao.

Quando, em condicoes de estresse, ocorre reducao nos teores de clorofila,
podendo ter impacto na producao por reduzir a eficiéncia fotossintética, que é
diretamente relacionada com a quantidade de clorofila nas folhas (CASTRO et al.,
2009). A seca pode promover redugdo no conteudo de clorofila em espécies nao
tolerantes (CORREA et al., 1987).

O grecco a palla foi a variedade que apresentou maior acumulo de prolina
quando comparado as demais (Figura 10), sendo que € um aminoacido com fungao
osmoprotetora quando a planta estd em condi¢6es de estresse hidrico (BATES et al.,
1973; SILVA et al., 2015; MOURA et al., 2016), o que pode conferir maior tolerancia a
variedade. O aumento significativo no teor de prolina dentro de todas as variedades
em resposta ao déficit hidrico corrobora com os resultados obtidos por Khalid (2006),
que observou que plantas de manjericao (O. basilicum L.) tiveram um aumento
significativo no teor de prolina quando submetidas a déficit hidrico. Segundo Mafakheri
et al. (2011), esse acréscimo no teor de prolina quando a planta é submetida a um
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estresse é explicado pelo fato de que esse aminoacido serve como fonte de energia,
nitrogénio e carbono para a recuperacao de tecidos.

Pirbalouti et al. (2017) também observaram comportamento parecido para essa
variavel, constatando que o maximo teor de prolina em duas espécies de manjericao
(O. basilicum e O. ciliatum) foi obtido quando as plantas foram submetidas a um
estresse hidrico correspondente a 30% da capacidade de campo. Da mesma forma,
Khordi, Saidi e Ghanbari (2013) observaram que os teores de prolina no manjericao
aumentaram significativamente quando as plantas foram submetidas a umidades do
solo equivalentes a 60 e 30% da capacidade de campo. Esses autores relatam que a
prolina € um aminoacido de ampla ocorréncia em vegetais superiores, e seu acumulo
em grande quantidade nas plantas esta relacionado a ocorréncia de estresses
ambientais, tais como seca e estresse salino.

Observa-se que as variedades apresentaram um aumento expressivo de
prolina concomitante aos percentuais mais elevados de extravasamento de eletrélitos.
O extravasamento de eletrdlitos, segundo Baijji et al. (2001), pode ser uma resposta
em decorréncia da limitacdo na fotossintese, o que resulta em danos nas membranas
a nivel foliar, sendo um dos primeiros sinais do estresse.

Como mecanismo de defesa (ASHRAF e FOOLAD, 2007), ocorre um aumento
na concentragéo de prolina, a qual vai atuar como agente osmorregulador. Resultados
encontrados por Costa (2009), trabalhando com plantas de Andiroba (Carapa
guianensis Aubl) sob déficit hidrico, corroboram com os resultados encontrados no
atual trabalho.

Os resultados obtidos para as trocas gasosas nos permitem afirmar que, para
a fotossintese, dois dias de déficit hidrico ndo proporciona condicdo de estresse
hidrico para as variedades estudadas, enquanto 3 dias ocasionou a redugdo da
assimilacdo de CO2, da condutancia estomatica e da transpiragdo foliar para o
genotipo alfavaca basilicao.

A redugé@o na assimilagédo liquida de CO2 apds 3 dias de restricdo hidrica
(Figura 11) constitui em uma resposta fisioldgica a deficiéncia hidrica, concomitante a
reducdo da taxa fotossintética tem-se a reducdo dos drenos em acumular
fotoassimilados (BUENO et al., 2007).

A reducdo na condutancia estomatica (Figura 12) apos trés dias de déficit
hidrico para o Alfavaca basilicido € uma resposta onde a planta limita a condutancia

dos gases nas folhas afim de preservar reduzir sua perca de &gua, assim,
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consequentemente, limitando sua fotossintese (MUTAVA et al., 2011). Resultados
semelhantes foram obtidos por Acioly et al. (2017), onde constataram menor
condutancia estomatica em plantas de manjericao expostas ao déficit hidrico.

Para Flexas et al. (2004), uma conduténcia estomatica acima de 0,2 mol m2 s’
! representa uma situagéo de boa disponibilidade hidrica e valores abaixo de 0,1 mol
m? s™! indicam condigbes de déficit severo, enquanto valores entre os dois extremos
demonstram situagao de estresse moderado. Tal afirmacéo refor¢ca nossos resultados,
onde o Alfavaca basilicio obteve valores abaixo de 0,1 mol m2 s™' no terceiro dia apos
a imposicao do déficit hidrico, caracterizando assim uma situacao de déficit severo.

A condutancia estomatica tem acgao direta sobre a fotossintese, as mudancgas
que ocorrem na resisténcia estomatica regulam a perda de agua pela planta e controla
a taxa de absorcao de CO2durante a fotossintese (TAIZ et al., 2017).

Para a transpiracao foliar (Figura 13), percebe-se que a medida que a agua do
solo se torna escassa, as variedades comegam a reduzir sua taxa transpiratéria, no
intuito de reduzir a perda de agua e economizar a agua disponivel no solo,
concomitante ao fechamento dos estématos (TAIZ e ZEIGER, 2013; SILVA et al.,
2015; NUNES JUNIOR et al., 2017).

Quanto a eficiéncia do uso da agua (Figura 14), sob estresse moderado, nao
houve variagado proporcional a condutancia estomatica para as variedades, o que
indica que o déficit hidrico pode resultar em melhor eficiéncia fotossintética. Segundo
Taiz et al. (2017), a produtividade depende da quantidade de agua disponivel, e,
sobretudo da eficiéncia no seu uso pela planta. Segundo Francgois (2012), esse
parametro € de suma importancia pois permite avaliar o balanc¢o hidrico e o uso de
agua pelas plantas.

Percebe-se que o Alfavaca basilicao apresentou o padrdao esperado para as
trocas gasosas, ja que, quando em situacdo de estresse hidrico a planta reduz sua
conduténcia estomatica, transpiracdo e, consequentemente, a fotossintese. Em

contrapartida, o Grecco a palla demonstrou respostas inconclusivas.

CONCLUSOES

As variedades de manjericao apresentam respostas fisioloégicas e metabdlicas
distintas, quando submetidas ao déficit hidrico, comportamento também contatado
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nos distintos estadios fenoldgicos, tendo a fase vegetativa como aquela com maior
tolerancia ao déficit hidrico.

A variedade Alfavaca basilicao apresentou crescimento e desenvolvimento
compativel com a disponibilidade hidrica adequada, sendo prejudicado pela
deficiéncia desta.

A variedade grecco a palla demonstrou maior tolerancia ao déficit hidrico na
fase reprodutiva comparada com as demais variedades, por conseguir preservar sua
capacidade fotossintética, além de apresentar melhor eficiéncia no uso da agua. O
genodtipo Gennaro de menta apresentou maior sensibilidade quando exposto a
condicoes de boa disponibilidade hidrica.

Representativamente entre os cinco constituintes metabdlicos produzidos pelas
plantas os mais expressivos foram observados para linalol e eugenol, com pouca
participagao do nerolidol durante as condigdes deste experimento.
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