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RESUMO

HURTADO, Daniel Andrés Villegas, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2021.
Aplicacio foliar de putrescina em plantas de manjericao (Ocimum basilicum L.) cultivadas
em dois niveis de agua no solo. Orientador: Willian Rodrigues Macedo. Coorientador: Geraldo
Humberto Silva.

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) € uma espécie da familia Lamiaceae com alto potencial na
producdo de metabolitos secundérios. No entanto, é altamente suscetivel a incidéncia de fatores
abidticos e bidticos de comum ocorréncia nos sistemas agricolas. O estresse hidrico tem
influéncia direta no crescimento e desenvolvimento vegetal. Com o fim de mitigar efeitos
negativos da restricdo hidrica e visando melhorar a producdo de metabolitos secunddrios, as
plantas tendem a acumular diferentes tipos de compostos, entre eles, as poliaminas. As
poliaminas s@o compostos alifaticos que incluem espermidina, espermina e putrescina; compostos
envolvidos na regulacdo de processos fisioldgicos e na protecdo das plantas submetidas a
diferentes tipos de estresses ambientais. Por isso, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes doses de putrescina (0, 50, 100 e 150 mg L") em caracteristicas fisioldgicas e produgao
de metabolitos secundarios em plantas de manjericao submetidas a dois niveis de dgua (80 e 60%
da capacidade do vaso) num arranjo fatorial em delineamento de blocos casualizados (DBC) com
trés repeticOes. As varidveis analisadas foram: Altura, Massa fresca e seca, conteido relativo de
adgua (CRA), teor dos pigmentos fotossintéticos, trocas gasosas, niveis de prolina, atividade de
enzimas antioxidantes e Oleos essenciais. Plantas submetidas ao déficit hidrico tiveram
diminui¢do no crescimento e acumulacdo de matéria seca, redu¢do no status hidrico e afetacdo
nas varidveis fisiol6gicas, pigmentos fotossintéticos, sem efeito sobre a atividade de enzimas
antioxidantes. Pulverizacdes com putrescina exégena, especialmente 50 ¢ 100 mg L' em plantas
sob 80 e 60%, respetivamente; apresentaram efeito em varidveis morfologicas, fisiologicas e
pigmentos fotossintéticos, assim como maiores teores de prolina. Os resultados obtidos sugere
que pulverizagdes com putrescina induz as plantas de manjericao na condicao de déficit hidrico
moderado, a acumulacdo de prolina nas folhas. Além disso, o perfil quimico dos dleos essenciais

foi dependente da disponibilidade hidrica no solo.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Poliaminas. Prolina. CRA. Fisiologia Vegetal.



ABSTRACT

HURTADO, Daniel Andrés Villegas, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March
2021.Putrescine foliar applications in basil (Ocimum basilicum L.) plants under two water
levels in the soil. Adviser: Willian Rodrigues Macedo. Co-adviser: Geraldo Humberto Silva.

Basil (Ocinum basilicum L.) belongs to the Lamiaceae family, with high potential in secondary
metabolites biosynthesis. However, it has highly susceptibility to abiotic and biotic stress,
commonly found in agricultural systems, because this environment is harmful to plant growth
and development. With the purpose of alleviate the negative effects of water restriction and
improve the secondary metabolite production, plants tend to accumulate different kind of
compounds such as the polyamines. Polyamines are aliphatic compounds that include spermidine,
spermine and putrescine; they play pivotal role in plant’s physiological regulation and protection
under different environmental stresses. The aim of the research was evaluating the effect of
putrescine doses (0, 50, 100 and 150 mg L") in physiological parameters and secondary
metabolites production in basil plants under two water levels (80 and 60% of the pot’s capacity)
in a factorial experiment based on randomized complete block design (RCBD) with three
replications. The measured variables were: Height, fresh and dry matter, relative water content
(RWC), photosynthetic pigments contents, gas exchanges, proline levels, antioxidant enzymes
activity and essential oils. Plants under water deficit had decreased in growth and dry matter
accumulation, water status, physiological variables and photosynthetic pigments. However, there
was not influence in antioxidant enzymes activity. Exogenous putrescine sprays, particularly 50
and 100 mg L' in 80 and 60% plants, respectively; had effects in morphological and
physiological variables, photosynthetic pigments and proline levels. Our research suggests that
exogenously putrescine sprays promote different kind of responses through the activation of
tolerance mechanisms in basil plants under moderate water deficit, principally by the proline
accumulation in the leaves. Moreover, the oil chemical profile was determinate by the water

availability in the soil.

Keywords: Medicinal plants. Polyamines. RWC. Plant Physiology.
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1. INTRODUCAO

O manjericao (Ocimum basilicum L.) é uma planta pertencente a familia Lamiaceae
amplamente distribuida no mundo, apresenta mais de 7.200 espécies de aproximadamente 240
géneros (Harley et al., 2004), com ampla diversidade de espécies do género Ocimum distribuidas
nas regides tropicais e subtropicais dos continentes asitico, africano e Americano, sendo Africa
o principal centro de diversidade do género (Paton, 1991).

Trata-se de uma planta herbdcea com habito de crescimento anual e suas caracteristicas
fenotipicas variam de acordo a variedade. O manjericio cultivado pode ser aproveitado em
condi¢des “in natura”, desidratado ou na extracdo dos seus 6leos essenciais para suprir as
industrias alimenticia e médica. Pois possui diversos metabolitos secundarios, com atividade
bioldgica antioxidante, antifingica e bactericida (Burt, 2004; Koroch et al., 2007). Os metabdlitos
secunddrios sdo estruturas carbonadas que ndo estdo envolvidos diretamente no crescimento e
desenvolvimentos de um organismo, quando comparados ao impacto dos metabolitos primérios
(Agostini-Costa et al., 2012), sendo que a auséncia de metabolitos secunddrios ndo resultam em
morte imediata da planta, mas apresentam funcdes relacionadas a sobrevivéncia desta, como
mecanismo de defesa durante estresses bidticos e abidticos (Pagare et al., 2015). Estes podem ser
classificados em distintos grupos: terpenoides, alcaloides, policetideos e fenilpropanoides
(Thirumurugan et al., 2018). Em plantas de manjericdo, a sintese dos metabdlitos secundérios é
dependente da variedade, altitude, idade fisiologica, estocagem, localizacdo e condigdes
ambientais (Hussain et al., 2008; Kruma et al., 2008; Nurzynska-Wierdak, 2012; Scagel & Lee,
2012).

O estresse hidrico, por déficit de dgua, € um fator abidtico de comum ocorréncia em
sistemas agricolas e é considerado um dos agravantes dentre os fatores ambientais que impactam
negativamente na producdo agricola no mundo inteiro (Farooq et al., 2009a), além disso, a
caréncia de dgua para as plantas cria um ambiente ndo favordvel para o crescimento e
desenvolvimento vegetal (Ray et al., 2018). Fatores fisioldgicos criticos, tais como fotossintese,
abertura e fechamento estomdtico, mobilizagdo de reservas, expansdo foliar e crescimento
vegetal, podem ser alterados por estresse hidrico e, consequentemente, leva a alteracdes no

metabolismo secunddrio (Taiz & Zeiger, 2006). Sendo que grandes quantidades de metabdlitos
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secundérios sdo produzidos nas plantas para indu¢do da tolerancia ao estresse hidrico (Verma &
Shukla, 2015).

O incremento dos niveis de metabdlitos secunddrios estd relacionado com uma maior
qualidade e importancia do ponto de vista comercial, j& que em plantas da familia Lamiaceae
uma maior sintese de metabdlitos secundarios tem sido relacionados com condicdes de estresses
ambientais e condicionado por efeitos no acimulo de massa fresca e seca em Thymus vulgaris
(Hassan et al., 2019), Lavandula latifolia, Mentha piperita, Salvia lavandulifolia, Salvia sclarea,
Thymus capitatus e Thymus mastichina (Garcia-Caparrds et al., 2019), Lavandula officinalis,
Rosmarinus officinalis e Thymus vulgaris (Pirzad & Mohammadzadeh, 2018) e Ocimum
basilicum L. (Pirbalouti et al., 2017).

Em vista de mitigar o efeito negativo do déficit hidrico no crescimento e desenvolvimento
das plantas e a importancia da sintese de metabolitos secunddrios, existem varios compostos
contendo nitrogénio que sdo acumulados em plantas em resposta a diversos estresses ambientais
como aminodcidos (prolina, arginina), amoénio quaterndrio (glicina betaina) e poliaminas
(Ahmad, 2012). Dentre esses grupos de metabodlitos sinalizadores ao estresse ambiental
destacam-se as poliaminas,pequenos compostos alifdticos presentes em plantas, animais e
bactérias, que incluem espermidina, espermina; e seu precursor putrescina. Além de
apresentarem-se como compostos com a funcdo de regular os processos fisiologicos do
desenvolvimento das plantas (Mustafavi et al., 2018).

As poliaminas estdo presentes em sua forma livre ou podem configurar enlaces com
acidos fendlicos, especialmente com o 4cido hidroxicindmico e outros componentes de baixo
peso molecular ou 4cidos nucleicos e proteinas (Alcazar et al., 2010). Além de estarem
envolvidos em vdrios processos metabdlicos das plantas incluindo expressdo gé€nica, sintese de
proteinas e ADN, divisdo e diferenciacdo celular, embriogéneses somatica, organogéneses,
quebra da dorméncia, desenvolvimento de flores e frutos, e senescéncia (Tavladoraki et al., 2012;
Shi & Chan, 2014), também tem funcdo de defesa contra estreses bidticos e abidticos mediante
uma protecdo integral e acimulo destas substincias em locais de maior vulnerabilidade
(Fariduddin et al., 2013).

Diversos estudos tém demostrado o efeito benéfico da aplicagdo exdgena de poliaminas
em carateristicas produtivas e estimula¢do na produgdo dos metabdlitos secundarios em plantas

aromadticas, quando estas s@o submetidas a condi¢des de restricdo hidrica (Mustafavi et al., 2016;
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Mohammadi et al., 2018; Abd Elbar et al., 2019), e os principais resultados sugerem que plantas
pulverizadas com as poliaminas, conseguem incrementar o peso fresco e seco da parte aérea e
raiz, incremento dos teores de clorofilas, acumulag¢do de prolina e estimulagdao da atividade de
enzimas antioxidantes para aliviar os efeitos oxidativos causados pelo estresse.

O manjericdo é uma espécie aromdtica altamente suscetivel a estresses abidticos e
bidticos, por este motivo, a pulverizacdo com putrescina em plantas de manjericao submetidas a
déficit hidrico, surgem como uma alternativa produtiva no alivio dos efeitos negativos da
restricdo hidrica sob aspectos morfofisiolégicos e no perfil quimico dos 6leos essenciais. Por
tanto, este trabalho objetiva avaliar o efeito da aplicacdo foliar de putrescina na producdo

agrondmica e conteido e qualidade dos Oleos essenciais de manjericao (Ocimum basilicum L.)

submetidas a diferentes niveis hidricos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Condicoes experimentais e delineamento experimental

A pesquisa foi desenvolvida em casa de vegetacdo no campo experimental da
Universidade Federal de Vigcosa - Campus Rio Paranaiba, no Laboratério de Fisiologia e
Metabolismo da Producdo Vegetal (LAFIMEPRO) e no Laboratério de Desenvolvimento de
Agroquimicos Naturais (LDAN) durante o primeiro semestre de 2020. Foram utilizadas plantas
de Manjericao (Ocimum basilicum L.) var. Limao.

As mudas foram obtidas a partir de plantas matrizes propagadas mediante estaquia de 10
cm de comprimento, com a base cortada em bisel (45°) e plantadas em bandejas de germinacao
com células de 6 cm largura x 6 cm comprimento x 9 cm profundidade, preenchidas com
substrato, a base de solo (Tabela 1). As bandejas foram acondicionadas em casa de vegetagao,
com temperatura maxima e minima de 35 e 18°C, respetivamente, aferidas durante o periodo
experimental. Apds 20 dias, foi realizado o transplante das 24 plantas mais homogéneas para
vasos com capacidade de 8,5 dm3, preenchidos com solo (Tabela 1). E aos 18 dias apds o
transplante (DAT) foi realizada a poda de formacao. Duas adubacgdes foram realizadas: a primeira
no momento do transplante com 5 gramas (g) por vaso de 10:10:10 (N-P-K), nos formulados

ureia, superfosfato simples e cloreto de potdssio, respectivamente, Ca (9,9) e S (6,2). A segunda
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adubacdo foi aos 18 DAT com 20 g por vaso do mesmo adubo. Os tratos culturais foram
realizados de acordo aos preconizados para o cultivo comercial.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC), em arranjo fatorial 4x2.
O primeiro fator representa as quatro doses de putrescina (0, 50, 100 e 150 mg Lheo segundo
fator, dois niveis de dgua (80% e 60 % da capacidade de retencao do solo), com 3 repeti¢cdes, para
um total de 24 unidades experimentais. Os tratamentos seguem o padrdo descrito a seguir:
T1=Put0 + 80%, T2=Put0 + 60%, T3=Put50 + 80%, T4=Put50 + 60%, T5=Put1l00 + 80%,
T6=Put100 + 60%, T7=Put150 + 80% e T8=Put150 + 60%. Foram realizadas trés pulverizac¢des
com as doses de: 0, 50, 100 e 150 mg de putrescina L' aos 36, 43 ¢ 50 DAT com um volume de
30 mL da solucdo por tratamento.

Tabela 1. Andlise quimica do solo utilizado na pesquisa, Rio Paranaiba, MG. 2019.

Matéria Soma Sat
pH L P| K|S |CaMg| Al |Zn| B [Cu| Fe |[Mn|CTC| de :
organica bases Bases
dag.dm™ mg.dm” cmolc.dm™ mg.dm” cmolc.dm™ %
5.5 > |42]26] 9 |21]07]03]05]02]09]34[38]777] 2.87 | 36.9
2.2 Regime de irrigacao

Para determinar o 100% da capacidade de retencao de dgua no vaso (CV), depois de 24 h
de irrigado o solo, foi registrado o peso umido. Logo foi secado a 105°C, durante 72 h, ap6s foi
registrado o peso seco. O volume de dgua correspondente a 100% da capacidade do vaso foi
determinado pela equagdo descrita por Farahani et al. (2009):

Massa solo umido (g) — Massa solo seco (g)

ow = Massa solo seco (g)

O nivel de 80% da capacidade do vaso, foi considerado como status hidrico adequado e
60% como o déficit hidrico moderado. Ao dia seguinte da dltima pulverizacdo com a putrescina,
as plantas foram submetidas a estes regimes de irrigacdo de acordo aos tratamentos descritos

anteriormente e mantidos por 10 dias.

2.3 Analises biométricas, fisiologicas e quimicas das plantas de manjericao
Foram constituidas duas amostragens, correspondentes a 55 ¢ 60 DAT. Nos dois dias,
foram avaliados o conteudo relativo de dgua (CRA), pigmentos fotossintéticos foliares, varidveis

fisiologicas e prolina. Aos 55 DAT foi avaliada proteina solivel e atividade das enzimas
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antioxidantes. Aos 67 DAT, foi medida a altura das plantas, posteriormente foram coletadas e
dispostas em sacolas de papel para extracdo e andlise dos 6leos essenciais.

2.3.1 Biometria vegetal: altura, matéria fresca, matéria seca.

Aos 67 DAT foram mensuradas as alturas de planta, medidas tomadas desde a base da
haste principal até o dpice, com auxilio de uma régua milimetrada (cm). Além disso, foi
conduzida a coleta das plantas, estas tiveram cortes na base e imediatamente pesadas para
obtencdo a massa fresca com balanca de precisdo, em seguida foram acondicionadas em sacos de
papel e levadas para secagem numa estufa de circulacdo forcada de ar a 40°C, durante 24 h,
depois foram pesadas para obter a massa seca de cada planta por vaso e destiladas para obter e
analisar os 6leos essenciais.

2.3.2 Conteudo relativo de agua (CRA), pigmentos fotossintetizantes, trocas gasosas

e atividade de enzimas antioxidantes.

O conteudo relativo de dgua (CRA) foi determinado aos 55 e 60 DAT, através da coleta
de uma folha completamente expandida, por repeticdo, de cada tratamento. Este material foi
pesado para obter a massa fresca (MF), depois, foi submergida em tubos falcon de 50 mL, com
10 mL de 4gua destilada até atingir a turgéncia e registrou-se a massa tirgida (MT). Logo, a folha
foi disposta numa sacola de papel e levada para secagem numa estufa de circulagdo forcada de ar
durante 72 horas a 60 °C, depois registrou-se a massa seca (MS). Finalmente, O CRA foi

determinado de acordo com a equacdo descrita por (Zegaoui et al., 2017):

(MF-MS)

CRA (%) = (MT-MS)

x 100

Aos 55 e 60 DAT foram quantificados os pigmentos fotossintéticos: clorofila a (Cl a),
clorofila b (ClI b), total (Cl total) e carotenoides. Uma folha madura completamente expandida no
terco médio da planta, por repeticdo de cada tratamento, foi coletada e aferida a massa de
segmentos foliares (+0,1g), posteriormente este material foi acondicionada num tubo Falcon® de
50 mL, contendo 10 mL de acetona 80% (v/v), e armazenado em local escuro, durante 72 horas
(Macedo et al., 2013). Os extratos foram submetidos a leitura no espectrofotometro de UV nas
absorbancias de 470, 645 e 663 nm, para determinacdo de Cl a ,b, fotal e carotenoides.

Os valores obtidos das absorbancias foram aplicados nas equacdes de teores de clorofilas
(Witham et al., 1971) e carotenoides (Lichtenthaler & Wellburn, 1983), para obtencdo dos

-1
valores em mg g~ .
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ClOT'Oflla a= [(12,7 * A663 - 2,69 * A64—5) * 1000—*W

Clorofilab = [(22,9 * Agss — 468 * Ases) * 7550

Clorofila total = [(20,2 * Aggs + 8,02 * Aggs) * 1000 =W
[(1000 % Ayyo — 3,27 * Cla — 104  CL b)/229]
1000 x W

Onde: W=peso da amostra, V=volume da solucdo extratora acetona (80% - V/V)

Carotendides =

Aos 55 e 60 DAT, que corresponderam aos dias 5 e 10 dias de déficit hidrico acumulado,
foram mensuradas as trocas gasosas das plantas, em terco médio da planta, especificamente nas
mesmas folhas utilizadas para a extracdo dos pigmentos fotossintéticos. As mensuragdes
ocorreram entre 9 e 10 h, com ajuda de um sistema de trocas gasosas portatil (LI-6400XT; LI-
COR Inc., Lincoln, NE, EUA), o qual estd equipado com um fluorémetro modulado (LCF-40 LI-
COR Inc.) sob saturagdo de radiagcdo fotossinteticamente ativa (Q) com fluxo de ar de 800 pmol
s-1; para mensuracdo das varidveis: assimilacio de CO;, (A), condutincia estomdtica (g;),
transpiracdo foliar (E) e pressdo intercelular de CO;, (C;). Além disso, foram calculadas a
eficiéncia do uso da dgua (EUA=A/F) e a eficiéncia instantanea da carboxilacdo (A/C)).

O teor de proteina total solivel (PTS) foi determinado de acordo ao procedimento descrito
por Bradford (Bradford, 1976). Folhas frescas foram dispostas num almofariz frio e maceradas
utilizando nitrogénio liquido, logo as amostras foram pesadas (100 mg) e dispostas em tubos de
micro centrifuga. Foi adicionado 1,5 mL de tampao Tris-HCI (50 mM e pH 7,5) e
homogeneizado em voértex, em seguida o material foi levado a centrifuga a 6149 g durante 15
min, a 4 °C. Foi retirado em torno de 500 uLL do sobrenadante e transferido para outro microtubo.
Para o0 momento da leitura, em tubos de ensaio foram adicionados 100 pL do extrato proteico e
2000 pL do reagente Bradford pronto para uso (LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil). A solugdo
ficou em temperatura ambiente durante 5 min e logo foi medida a absorbancia de 595 mn. Os
valores foram ajustados a curva padrdo preparada com albumina de soro bovino (BSA).

Com relacdo a andlise da atividade de enzimas antioxidantes, folhas frescas foram
dispostas num almofariz frio e pulverizadas em nitrogénio liquido. Em seguida foram pesadas
(200-250 mg) amostras e dispostas em tubos de micro centrifuga. Foi adicionado 750 pL de

Fosfato de Potassio 200 mM com pH 7,8, 15 uL de EDTA 10 mM, 150 pL Acido Ascérbico 200
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mM e 585 uL Agua Milli-Q. As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 20 min. Apds,
coletou-se o sobrenadante que foi utilizado para as andlises das enzimas:

Para Catalase (CAT), preparou-se 10 mL de peréxido de hidrogénio (H,0O,), diluindo 260
pL de H,O, em 10 mL de dgua Mili-Q. Para fazer a leitura, pipetou-se no tampado de incubacao
em banho-maria: 37,5 uL H,O, 50 uL de H;0, 250 mM e 12,5 pL do extrato obtido
anteriormente. Logo, foi vertido numa cubeta de quartzo e submetido a leitura em
espectrofotometro a 240 nm. Determinou-se a absorbancia durante 60 segundos com leitura cada
10 segundos.

Para ascorbato peroxidase (APX), durante 5 min no banho-maria a 27 °C, colocou-se o
extrato obtido (contendo 500 pL de tampao fosfato de potdssio 200mM, 50 pL de 4cido
ascorbico 10 mM e 350 uL de H,O). Para preparar o 4cido ascorbico, foi pesado 0,176 g e
diluido em 10 mL de agua, depois, 1 mL da solucdo foi diluido em 9 mL de agua Mili-Q. Para
preparar H,O,, 160 uL. do peréxido preparado para a CAT foi diluido em 20 mL de dgua. Para
fazer a leitura, pipetou-se no tampao de incuba¢cdo em banho-maria: 37,5 uLL H,0, 50 uL de H,0,
2 mM e 12,5 pL da amostra. Logo, foi vertido numa cubeta de quartzo e submetido a leitura em
espectrofotometro a 290 nm. Determinou-se a absorbancia durante 60 segundos com leitura cada
10 segundos.

Para superéxido dismutase (SOD), primeiro, preparou-se a Riboflavina, diluindo 20 puL da
solucdo estoque em 10 mL de dgua e logo armazenou-se num recipiente forrado com papel
aluminio. Para preparar o MIX, utilizou-se 2000 puL tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7.8,
800 puL de metionina 70 mM, 40 uL EDTA 10 uM, 300 uL NBT 1 mM e 620 pL agua Mili-Q.
Para fazer a leitura, pipetou-se nos tubos de ensaio 1880 uL. do MIX (em duplicata por amostra),
100 pL da amostra e 20 pL de riboflavina. Agitou-se no vortex e em seguida submeteu-se os
tubos a iluminagdo intensa durante 25 minutos, logo as solucOes foram transferidas para as
cubetas e submeter a leitura em espectrofotdometro a 560 nm.

Para a determinacgdo de prolina, folhas frescas foram pulverizadas com nitrogénio liquido
e pesadas (0,2 g), num tubo de ensaio foi adicionado o material e 2 mL do 4cido sulfosalicilico a
3% (g/L), logo as amostras foram centrifugadas a 10.000 g durante 5 min. Misturou-se 2 mL do
sobrenadante com 2 mL de 4cido acético glacial e 2 mL de ninhidrina 4cida. Foi fervido em
banho maria a 100 °C durante 60 min. Foi adicionado 3 mL de tolueno e misturado

vigorosamente até homogeneizar. Posteriormente procedeu-se a leitura das amostras em
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espectrofotometro a 520 nm, utilizando o tolueno como testemunha. Elaborou-se uma curva
padrdo para determinar a concentracao de prolina (Bates et al., 1973).

2.3.3 Analises quimicas: Oleos essenciais

Os 6leos essenciais foram extraidos pelo método de hidrodestilagdo, com auxilio de um
aparelho Clevenger. Apds da coleta das folhas de manjericdo, o material fresco foi pesado e
triturado num liquidificador com 300 mL de dgua destilada. A extracdo foi feita durante 70 min,
apds a primeira gota de 6leo. Os 6leos obtidos foram pesados e armazenados em recipientes para
logo fazer a andlise dos seus componentes.

A andlise quimica dos 6leos essenciais foi feita por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), em um equipamento modelo QP2010 (Shimadzu). A
identificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo dos espectros de massas com 0s
existentes na biblioteca NIST, interpretacdo visual dos espectros de massas e comparacdo dos
indices de retengdo. O percentual relativo de cada composto foi calculado através da razdo entre
drea de cada pico com a drea total de todos os constituintes da amostra.

2.4 Analise estatistica

Os dados obtidos das varidveis biométricas e fisiologicas foram analisados com auxilio do
software estatistico R. As médias foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e
posteriormente a comparacdo das médias pelo teste SNK com nivel de significancia de 5%. Os
grificos foram plotados no software Microsoft Excel® 2010. As andlises de dados dos Gleos

essenciais foram realizadas no software MetaboAnalyst 5.0 (www.metaboanalyst.ca), mediante

andlise estatistica multivariada, incluindo anélise de componentes principais (PCA) e andlise
discriminante por minimos quadrados parciais (PSL-DA). A escolha das varidveis utilizadas no
PSL-DA foram determinadas do acordo a intensidade de apari¢do dos metabolitos e classificadas

como as varidveis importantes na projecao (VIP).

3. RESULTADOS

3.1 Biometria das plantas de manjericao
Medicoes de altura das plantas ndo apresentaram diferencas significativas entre os niveis
de 80% e 60% da é4gua e entre as diferentes concentra¢des da putrescina (Figura 1). No entanto,

observou-se que as plantas com nivel adequado de 4dgua (80%) obtiveram ganhos médios no
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comprimento da parte aérea com média de 3.8cm superior ao tratamento com déficit moderado
(60%). Enquanto a concentra¢do de 150 mg L' apresentou os menores valores de comprimento

para os dois niveis de disponibilidade hidrica.
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Figura 1. Altura (cm) de plantas de manjericdo submetidas a concentracdes de putrescina (0, 50,
100 e 150 mg L") sob condig¢des de adequada irrigacio (80%) e déficit hidrico moderado (60%).
Valores seguidos pelas mesmas letras maidsculas ndo diferem significativamente dentre os niveis

de 4gua e minusculas dentre as doses de putrescina pelo teste SNK (a = 5%).

A massa seca das plantas foi maior e apresentou diferencga significativa dentro das doses
de putrescina no nivel de 80% da CV em comparagao as plantas do nivel 60% da CV (Figura 2).
Plantas com 80% da CV, tiveram sua mdxima acumulacdo de matéria seca na dose 50 mg L' de
putrescina, com 7,3 g de matéria seca por planta, logo apresentaram uma queda de acordo com o
incremento das doses. Por outro lado, plantas com 60% da CV, apresentaram um comportamento
crescente até atingir sua maxima acumulacdo de matéria seca na dose 100 mg L' de putrescina
com 5,4 g de matéria seca por planta.

3.2 Analises fisiologicas das plantas de manjericao

Aos 5 e 10 dias ap6s imposi¢do do estresse (DAE), o CRA ndo apresentou diferengas
significativas para os dois niveis de dgua e doses de putrescina (Figura 3). Porém, no 5 DAE,
para o tratamento de 80% da CV, observou-se comportamento crescente dos valores de CRA, e

. , -1 .
as doses crescentes de putrescina até os 100 mg L™ com valores superiores a80%, mas com uma
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diminuigdo para 73,5%, com a dose de 150 mg L. Para 60% da CV o valor maximo observado
do CRA foi de79,3% para a dose de 50 mg L. J4, para o 10 DAE, plantas com irrigacio
adequada (80%), apresentaram decréscimo do CRA nas doses de 50 e 100 mg L de putrescina e
maiores valores para plantas tratadas com doses de 150 mg L até o valor de 87,6%. Em plantas
com déficit hidrico moderado (60%), o CRA incrementou com maiores doses de putrescina, com

76,9 e 87,6% para o tratamento testemunha e 150 mg L'l, respetivamente.
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Figura 2. Massa seca (g) de plantas de manjericao submetidas a concentragdes de putrescina (0,
50, 100 e 150 mg L") sob condi¢Oes de adequada irrigacdo (80%) e déficit hidrico moderado
(60%). Valores seguidos pelas mesmas letras maidsculas ndo diferem significativamente dentre

os niveis de agua e mintsculas dentre as doses de putrescina pelo teste SNK (a0 = 5%).

Para assimilac@o de CO,, houve diferengas significativas entre os tratamentos para os dois
dias das amostragens. Aos 5 DAE, plantas com irrigacdo adequada e pulverizadas com 100 mg L~
"¢ 150 mg L' de putrescina tiveram menores valores de assimilacdo de CO,, quando comparado
com as doses inferiores de putrescina, sob o mesmo nivel de disponibilidade hidrica, sendo que as
plantas controle e aquelas pulverizadas com 50 mg L, obtiveram-se os maiores calores de
assimilagdo de CO, (Figura 4). As plantas sob déficit hidrico moderado, unicamente plantas

pulverizadas com 50 mg L™ de putrescina diferiram em valores de assimilagdo de CO, com as
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plantas sem estresse com valores de 21,69 e 14,71 pmol CO, m?> st para 80 e 60%,

respetivamente.
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Figura 3. Contetido relativo de 4gua (%) em plantas de manjericio pulverizadas com
concentracdes de putrescina (0, 50, 100 e 150 mg L") sob condi¢des de adequada irrigacao (80%)
e déficit hidrico moderado (60%) aos 5 e 10 dias ap6s o estresse (DAE). Valores seguidos pelas
mesmas letras maidsculas ndo diferem significativamente dentre os niveis de 4gua e mintsculas

dentre as doses de putrescina pelo teste SNK (a = 5%).

E aos 10 DAE, somente as plantas sob déficit hidrico moderado apresentaram diferencas
significativas nos seus valores de assimilacao de CO; entre as doses de putrescina. Para o nivel de
80% da CV nao houve diferencas significativas entre as doses de putrescina. E para plantas sob
déficit hidrico moderado, 50 e 100 mg L' de putrescina tiveram maiores valores de assimilagdo
de CO,.

Para condutidncia estomatica, em ambas as datas de andlise (5 e 10 DAE), houve
diferengas significativas entre os tratamentos ao nivel de 80% da CV, enquanto ao nivel 60% da
CV apresentou, menores valores quando se comparou com as plantas com 6tima irrigacdo (Figura

35).
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Figura 4. Assimilacdo de CO; (A) em plantas de manjericdo pulverizadas com concentracdes de
putrescina (0, 50, 100 e 150 mg L") sob condi¢des de adequada irrigacdo (80%) e déficit hidrico
moderado (60%) aos 5 e 10 dias apds o estresse (DAE). Valores seguidos pelas mesmas letras
maiudsculas ndo diferem significativamente dentre os niveis de 4gua e minusculas dentre as doses

de putrescina pelo teste SNK (a0 = 5%).

Para o 5 DAE, os maiores valores de condutancia estomdtica foram atingidos pelas
plantas pulverizadas com 50 mg L™ de putrescina, seguidas por as plantas controle, 150 e 100 mg
L' de putrescina nessa ordem. Sob déficit hidrico moderado, ndo houve diferencas significativas
dentre as doses de putrescina.

Para o 10 DAE, plantas pulverizadas com 50 mg L' de putrescina tiveram valores
significativamente diferentes em comparagdo com os outros tratamentos no nivel de 80% da CV.
Sob déficit hidrico, ndo houve diferengas significativas dentre as doses de putrescina.

Para pressdo intercelular de CO, observou-se que para os 5 ¢ 10 DAE ndo houve
diferencas significativas entre as doses de putrescina nem dos niveis de dgua (Figura 6). Somente,
houve diferencas entre os niveis de 4gua no 10 DAE; no nivel de 60% da CV as doses de 0 e 50
mg L de putrescina apresentaram valores significativamente menores das mesmas doses nas

plantas com 80% da CV.
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Figura 5. Condutancia estomatica (gs) em plantas de manjericao pulverizadas com concentra¢des
de putrescina (0, 50, 100 e 150 mg L) sob condi¢des de adequada irrigacio (80%) e déficit
hidrico moderado (60%) aos 5 e 10 dias apds o estresse (DAE). Valores seguidos pelas mesmas
letras maidsculas ndo diferem significativamente dentre os niveis de d4gua e minusculas dentre as

doses de putrescina pelo teste SNK (o = 5%).

Com 5 DAE, para os dois niveis de dgua, a pressdo intercelular de CO, teve um
incremento diretamente proporcional a dose de putrescina até 100 mg L' desta. Logo, os valores
decresceram. J4, para o 10 DAE, o nivel de 80% da CV apresentou os maiores valores de pressao
intercelular de CO,, especialmente plantas pulverizadas com 50 mg L' de putrescina.
Finalmente, plantas sob estresse hidrico, apresentaram incremento da pressao intercelular de CO,
conforme aumentava a dose de putrescina até atingir o valor maximo na dose 100 mg L, logo
diminuiu.

Para transpiracdo foliar, observou-se que unicamente para o 10 DAE houve diferencas

significativas entre os niveis de dgua e doses de putrescina (Figura 7).
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Figura 6. Pressdo intercelular de CO, (Cj) em plantas de manjericio pulverizadas com
concentracdes de putrescina (0, 50, 100 e 150 mg L) sob condic¢des de adequada irrigacio (80%)
e déficit hidrico moderado (60%) aos 5 e 10 dias ap6s o estresse (DAE). Valores seguidos pelas
mesmas letras maidsculas ndo diferem significativamente dentre os niveis de d4gua e mindsculas

dentre as doses de putrescina pelo teste SNK (o = 5%).

Para os 5 e 10 DAE, as plantas com irrigacdo adequada, apresentaram maiores valores de
transpiracao foliar comparadas com plantas sob déficit hidrico moderado (excecdo das plantas
pulverizadas com 100 mg L"' no nivel 80% da CV). Plantas irrigadas com 80% da CV e
pulverizadas com 50 mg L™ de putrescina apresentaram maiores valores de transpiracdo foliar em
comparagdo com o0s outros tratamentos no mesmo nivel de disponibilidade de dgua. Por outro
lado, plantas irrigadas com 60% da CV e pulverizas com 100 mg L' de putrescina tiveram
maiores valores de transpiracdo foliar em comparacao as outras doses de putrescina.

A eficiéncia do uso da dgua (EUA) teve diferencas significativas no 10 DAE entre os
niveis de dgua e as doses de putrescina (Figura 8). Aos 5 DAE, valores maiores da EUA foram
observados em plantas com o 60% da CV em comparacdo com aquelas plantas com o 80% da
CV. Aos 10 DAE, valores maiores da EUA foram evidenciados em plantas com o 60% da CV
quando se compararam com aquelas com 80% da CV, especialmente em plantas pulverizadas

com 50 e 100 mg L' de putrescina.
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Figura 7. Transpiracdo foliar (E) em plantas de manjericdo pulverizadas com concentragcdes de
putrescina (0, 50, 100 e 150 mg L") sob condi¢des de adequada irrigacdo (80%) e déficit hidrico
moderado (60%) aos 5 e 10 dias apds o estresse (DAE). Valores seguidos pelas mesmas letras
maiudsculas ndo diferem significativamente dentre os niveis de 4gua e minusculas dentre as doses

de putrescina pelo teste SNK (o = 5%).
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Figura 8. Uso eficiente da 4gua (UEA) em plantas de manjericio pulverizadas com
concentracdes de putrescina (0, 50, 100 e 150 mg L) sob condic¢des de adequada irrigacio (80%)
e déficit hidrico moderado (60%) aos 5 e 10 dias apds o estresse (DAE). Valores seguidos pelas
mesmas letras maidsculas ndo diferem significativamente dentre os niveis de d4gua e mindsculas

dentre as doses de putrescina pelo teste SNK (o = 5%).
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Figura 9. Eficiéncia instantdnea de carboxilacdo (A/C;) em plantas de manjericio pulverizadas
com concentragdes de putrescina (0, 50, 100 e 150 mg L") sob condi¢des de adequada irrigagdo
(80%) e déficit hidrico moderado (60%) aos 5 e 10 dias apds o estresse (DAE). Valores seguidos
pelas mesmas letras maidsculas nao diferem significativamente dentre os niveis de dgua e

minudsculas dentre as doses de putrescina pelo teste SNK (o = 5%).

A eficiéncia instantinea de carboxilagdo teve efeito significativo unicamente para doses
de putrescina aos 5 DAE em plantas com irrigacdo adequada e aos 10 DAE em plantas sob déficit
hidrico moderado (Figura 9). Com 5 DAE, as plantas pertencentes ao tratamento controle, e
aquelas pulverizadas com 50 mg L' de putrescina apresentaram os maiores valores da eficiéncia
instantanea de carboxilagdo para o nivel adequado de irrigacdo. Aos 10 DAE, os valores maiores
da eficiéncia instantanea de carboxilacdo foram atingidos para as plantas pulverizadas com 50 e

100 mg L' de putrescina nos dois niveis de disponibilidade de dgua testados.
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Teor de pigmentos fotossintetizantes

O teor da Cl a teve diferencas significativas ente os niveis de dgua e doses de putrescina
para os 5 e 10 DAE (Figura 10A). Também se observou uma tendéncia de diminuicao dos teores
do pigmento fotossintético no 10 DAE quando se comparou com o 5 DAE nos dois niveis
testados.

Para o 5 DAE, plantas com irrigacdo adequada e pulverizadas com 50 mg L' de
putrescina obtiveram teores significativamente maiores de Cl a em comparacdo com as outras
doses da poliamina e o tratamento controle dentre 0 mesmo nivel. No nivel de 60% da CV, nao
houve diferencas significativas entre as doses, no entanto, plantas pulverizadas com 100 mg L™
de putrescina apresentaram valores maiores dentre do mesmo nivel e inclusive maior aos teores
das doses no nivel com irrigacdo adequada, a excep¢do das plantas pulverizadas com 50 mg L'
de putrescina.

Para o 10 DAE, no nivel de 80% da CV ndo se observou diferencas significativas de
acordo a dose de putrescina; em contraste ao nivel de 60% da CV, onde os maiores teores da Cl a
foram atingidos por plantas pulverizadas com 150 mg L'de putrescina, seguidas por 50, controle
e 100 mg L' nessa ordem.

O teor de ClI b teve diferencas significativas entre niveis de dgua e doses de putrescina no
5 DAE. No 10 DAE, unicamente obtivesse diferencas significativas dentre os niveis de dgua
(Figura 10B). Além disso, os teores da Cl b, tenderam a aumentar conforme se acumulavam dias
de estresse para o nivel de 80% da CV, com excepg¢ao das plantas pulverizadas com 50 mg L' de
putrescina. Em contraste ao nivel de 60% da CV, onde a tendéncia foi diminuir com o aumento
dos dias de imposicao da deficiéncia hidrica.

Para o 5 DAE, plantas com irrigacdo adequada e pulverizadas com 50 mg L' de
putrescina tiveram significativamente maiores teores de Cl b em comparacdo com 0S outros
tratamentos dentro do mesmo nivel de disponibilidade hidrica. J4, para as plantas sob déficit
hidrico moderado nao apresentaram diferencgas entre as doses de putrescina.

Para o 10 DAE, plantas sob déficit hidrico moderado, apresentaram teores de CI b
menores em comparacdo com o nivel de irrigacdo adequada. Os teores maiores corresponderam
as plantas com pulverizacdo de 100 e 150 mg L' de putrescina para os niveis de 80 e 60% da CV,

respetivamente.
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A Cl total teve diferencas significativas entre niveis de dgua e doses de putrescina no 5
DAE. No 10 DAE, unicamente obtivesse diferencas significativas dentre os niveis de dgua
(Figura 10C). A Cl fotal teve uma tendéncia a aumentar nas plantas com o nivel de 80% da CV
conforme passaram os dias, com excecdo das plantas tratadas com 50 mg L' de putrescina. Por
outro lado, a Cl total tendeu a diminuir com o aumento do numero de dias da deficiéncia hidrica
nas plantas com 60% da CV.

Aos 5 DAE, plantas pulverizadas com 50 mg L' de putrescina e com irrigacdo adequada
tiveram teores de Cl fotal significativamente maiores quando se compararam com as plantas que
foram tratadas com outras doses da poliamina. Para as plantas submetidas a déficit hidrico
moderado, ndo houve diferencas significativas entre as doses, embora as plantas tratadas com 100
mg L' de putrescina tiveram 11% maior Cl total em comparagdo com o tratamento controle.

Aos 10 DAE, embora nao houve diferencas significativas dentre as doses de putrescina,
maiores valores de Cl fotal foram atingidos por plantas do nivel 80% de CV em comparagdo com
aquelas do nivel 60% de CV.

O teor de carotenoides teve interagdo dos fatores nos dois dias da amostragem. O efeito
das doses de putrescina foram observadas ao 5 e 10 DAE nas plantas de 80% e 60% da CV,
respetivamente (Figura 10D). Os teores de carotenoides tenderam a aumentar nas plantas com o
nivel de 80% da CV conforme passaram os dias, com excecdo das plantas tratadas com 50 mg L
de putrescina. Por outro lado, os teores de carotenoides tenderam a diminuir com o passo dos dias
da deficiéncia hidrica nas plantas com 60% da CV.

Aos 5 DAE, plantas sob irrigagdo adequada e pulverizadas com 50 mg L' de putrescina
tiveram teores significativamente maiores em comparacdo com as outras doses de putrescina
dentre o mesmo nivel. Em plantas sob déficit hidrico moderado, ndo houve diferencas
significativas, no entanto, plantas pulverizadas com 100 mg L' de putrescina tiveram um leve
incremento de 10% no teor de carotenoides em comparagdo com as plantas sem pulverizagdo no

mesmo nivel de dgua.
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Figura 10. Teor pigmentos fotossintéticos A) Cl a, B) Cl b, C) Cl rotal e D) Carotenoides em
plantas de manjericdo pulverizadas com concentracdes de putrescina (0, 50, 100 e 150 mg L™
sob condicdes de adequada irrigacdo (80%) e déficit hidrico moderado (60%) aos 5 e 10 dias
ap6s o estresse (DAE). Valores seguidos pelas mesmas letras maidsculas ndo diferem
significativamente entre os niveis de dgua e minudsculas entre as doses de putrescina pelo teste

SNK (a = 5%).

Aos 10 DAE, plantas no nivel de 60% da CV e pulverizadas com 150 mg L' de
putrescina tiveram diferencas significativas no teor de carotenoides em comparagdo as outras
plantas.

Para a andlise de proteinas totais soldveis, observou-se que o conteido total foi
relativamente maior nas plantas sob condicdes de irrigacdo adequada em comparagdo com as
plantas sob déficit hidrico moderado (Figura 11A). Dentro o nivel de 80% da CV houve
diferengas significativas nas plantas pulverizadas com 50 mg L' de putrescina. Nao houve

diferengas significativas no nivel de 60% da CV.
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Para a atividade da SOD, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos.
Observou-se que para o nivel de 80% da CV, a maior atividade foi registrada para as plantas sem
aplicagdo de putrescina (Figura 11B). No nivel de 60% da CV, ndo houve diferencas
significativas na resposta da atividade da SOD. Para a atividade da APX, ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos (Figura 11C). Porém, houve tendéncia de ter maior atividade
nas plantas pulverizadas com 50 e 100 mg L' de putrescina no nivel de 80 e 60%,
respetivamente.

Para a atividade da CAT, plantas sob déficit hidrico tiveram maior atividade em
comparacdo com as plantas com irrigacdo adequada, embora, ndo houve diferencas significativas
entre os tratamentos (Figura 11D). Observou-se que para o nivel de 80% da CV, a maior
atividade foi registrada para as plantas sem aplicacdo de putrescina. No nivel de 60% da CV, a

maior atividade correspondeu a plantas pulverizadas com 50 mg L' de putrescina.
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Figura 11. A) Proteina total soldvel (PTS) e atividade de enzimas antioxidantes: B) Superéxido
dismutase (SOD), C) Ascorbato peroxidase (APX) e D) Catalase (CAT) em plantas de
manjericdo pulverizadas com concentracdes de putrescina (0, 50, 100 e 150 mg L) sob
condicdes de adequada irrigacdo (80%) e déficit hidrico moderado (60%) aos 5 e 10 dias apds o
estresse (DAE). Valores seguidos pelas mesmas letras maitsculas ndo diferem significativamente

dentre os niveis de 4gua e minusculas dentre as doses de putrescina pelo teste SNK (o = 5%).
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Com relagdo ao teor de prolina foi relativamente baixo no 5 DAE quando se compara com
aos 10 DAE; e unicamente teve diferencas significativas entre doses de putrescina no 10 DAE em

plantas sob déficit hidrico moderado (Figura 12).

Observou-se que nos 10 DAE, plantas do nivel de 60% da CV acumularam maiores valores
de prolina que as plantas de 80% da CV, especialmente as plantas pulverizadas com 100 mg L™
de putrescina tiveram teores significativamente maiores de prolina em compara¢@o com as outras

doses, dentre o mesmo nivel de disponibilidade hidrica.
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Figura 12. Prolina em plantas de manjericao pulverizadas com concentracdes de putrescina (0,
50, 100 e 150 mg L") sob condi¢des de adequada irrigacdo (80%) e déficit hidrico moderado
(60%) aos 5 e 10 dias apds o estresse (DAE). Valores seguidos pelas mesmas letras maitdsculas

ndo diferem significativamente dentre os niveis de dgua e mindsculas dentre as doses de

putrescina pelo teste SNK (o = 5%).

3.3 Andlises quimicas das plantas de manjericao

Nao houve diferengas significativas dos metabolitos secunddrios entre as doses de
putrescina. Embora, foram constatadas diferencas dos componentes e intensidade destes, entre os

niveis de dgua no solo (Figuras 13, 14 el5).
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Independente das concentragdes de putrescina pulverizadas observou-se que houve dois
diferentes grupos (irrigacdo adequada e déficit hidrico moderado) que representaram distinta
variancia entre eles. J4, para as plantas sem aplicacdo de putrescina, os principais componentes
(PC1 e PC2) representaram 43.1% e 29.5% da variancia, respetivamente (Figura 13A). Para
plantas pulverizadas com 50 mg L™ foi de 28,2% e 26.2% da variancia (Figura 14A). E na dose
de 100 mg L™, corresponderam a 34.8% e 26% da variancia (Figura 15A).
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Figura 13. Plotagem dos escores da andlise de componentes principais (A) e VIP escores pela
andlise de PSL-DA (B). As caixas coloridas a direita indicam a intensidade de presenca do
metabolito correspondente em cada grupo em estudo, para plantas de manjericdo sem aplicacao

de putrescina e submetidas a irrigacdo adequada (al) e déficit hidrico moderado (a2).

Enquanto a qualificacdo dos 6leos essenciais, observou-se diferencas na intensidade de
apari¢do e tipo de molécula encontrada para as doses de putrescina e niveis de dgua quantificados

em VIP escores.

Em plantas sem aplicacdo de putrescina os metabolitos mais se diferenciaram foram
linalool, e a-bulnesene em plantas submetidas a déficit hidrico moderado e 2-acetoxy-1,8-cineole
em plantas com irrigacdo adequada (Figura 13B). Plantas pulverizadas com 50 mg L' de
putrescina, os componentes que se difereciaram foram: Isobornyl acetato em plantas sem déficit

hidrico, a-muurolen e z-fernesene em plantas com déficit hidrico moderado (Figura 14B).
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Finalmente, plantas pulverizadas com 100 mg L de putrescina, apresentaram linalool e cis-3-
hepten-1-ol em plantas sem déficit hidrico, e 2-Acetoxy-1,8-cineole em plantas com déficit
hidrico moderado (Figura 15B).

Figura 14. Plotagem dos escores da andlise de componentes principais (A) e VIP escores pela
andlise de PSL-DA (B). As caixas coloridas a direita indicam a intensidade de presenca do

metabolito correspondente em cada grupo em estudo, para plantas de manjericao com aplicacdo e
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Figura 15. Plotagem dos escores da andlise de componentes principais (A) e VIP escores pela

andlise de PSL-DA (B). As caixas coloridas a direita indicam a intensidade de presenca do
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metabolito correspondente em cada grupo em estudo, para plantas de manjericdo com aplicacio
de 100 mg L™ de putrescina e submetidas a irrigacio adequada (al) e déficit hidrico moderado

(a2).

4. DISCUSSAO

A restricdo hidrica tem acdo sobre processos fisioldgicos e estruturais nos vegetais, sendo o
turgor celular um dos mais prejudicados, com significativa reducdo no volume celular e danos
nas membranas, levando a uma concentracido de solutos em seu interior (Taiz & Zeiger, 2006).
Em nosso estudo, observou-se uma diminui¢do de 33% no acimulo de massa seca nas plantas
submetidas ao déficit hidrico moderado (Figura 2), comprovando que a menor disponibilidade
hidrica, acarreta significativos prejuizos, como expansdo celular (Taiz & Zeiger, 20006),
fechamento e apertura de estdmatos (Pirasteh-Anosheh et al., 2016), rendimento fotossintético e,
consequentemente, restri¢ao na producao de estruturas de carbono (Wang et al., 2018).

Ja, pulverizagdes foliares de putrescina em plantas submetidas ao déficit hidrico, tém sido
reportada como um mecanismo atenuador dos efeitos negativos da seca em plantas, mediante a
regulacdo de diversas rotas metabdlicas (Chen et al., 2019), considerando que as poliaminas sdao
substancias reguladoras do desenvolvimento vegetal, que incrementam a divisdo celular e podem-
se ligar e estabilizar as membranas, protegendo-as da acdo da sua peroxidacdo (Khan et al., 2012;
Abbasi et al., 2017), essas moléculas atuam na estimulacio da tolerancia a condi¢des adversas do
ambiente (Gill & Tuteja, 2010). Os resultados apresentados nesta pesquisa mostraram que as
plantas pulverizadas com doses de 50 mg L de putrescina em plantas com 80% da capacidade
do vaso (CV), apresentaram um maior acimulo de matéria seca na parte aérea em condicoes de
irrigacdo adequada. Este comportamento esteve mais relacionado com a pulverizagdo de doses
baixas de putrescina, que levou ao incremento da assimilagdo de CO, aos 5 DAE. Ja doses
crescentes de putrescina trazem prejuizos no processo fotossintético. Logo, aos 10 DAE,
pulveriza¢des com 50 e 100 mg L' de putrescina em plantas sob déficit hidrico moderado
levaram a incrementos no acimulo de massa seca, fendmeno relacionado com os maiores indices
de fotossinteses nas plantas sob estes tratamentos, se comparados aos demais tratamentos (Figura
4); por tanto pode-se inferir que o incremento de doses de putrescina teve efeito negativo em

plantas sem restri¢do hidrica, e que somente obteve-se beneficio destes biorreguladores quando
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aplicados em plantas com déficit hidrico moderado, e em periodo do estresse mais prolongado.
Resultados similares da utilizacdo de putrescina e seu efeito foram reportados em manjericao
(Talaat & Balbaa, 2010) e tomilho sob déficit hidrico (Mohammadi et al., 2018).

A restri¢do hidrica limitou o acimulo de massa seca nas plantas, porém a altura nao foi
afetada consideravelmente ao final do experimento, o que permite ponderar que o
redirecionamento dos fotoassimilados dentro da planta, como consequéncia do estresse hidrico,
estaria envolvido na manuten¢do dos meristemas e sua magnitude pode sim, estar influenciada
pela disponibilidade hidrica (Damalas, 2019; Farouk & Omar, 2020).

Manter o status hidrico nas células é um dos desafios das plantas quando se enfrentam a
condi¢Oes de baixa disponibilidade de dgua no ambiente radicular, os resultados observados
indicam que a putrescina teve influéncia no ajuste do nivel de dgua nas folhas. As plantas
submetidas ao déficit hidrico moderado (60% CV) conseguiram atingir valores de CRA maiores
que 75%, porém, nos dois dias de amostragem observou-se que as plantas com restricao
moderada de dgua independente da dose de putrescina, registraram valores médios do CRA
acima do 70%, diferencas matematicas ndo observadas durante a andlise de CRA entre niveis de
agua e putrescina (Figura 3). Mas refletem um aprimorado consumo hidrico pelas plantas sob
déficit hidrico, tendo em vista a baixa transpiracao (Figura 7) e melhor ajuste no uso eficiente de
agua (Figura 8).

A manuten¢do do status hidrico das plantas com restricdo hidrica moderada, similar as
plantas com irrigagdo adequada depois de 10 dias acumulados de estresse, pode ser explicado
devido a hidrofilicidade, propriedade das poliaminas que cumpre a fun¢do de manter o turgor e
conteido de dgua nas células mediante o acimulo de osmdlitos compativeis nas folhas
(Kuznetsov & Shevyakova, 2007). Fato que correspondeu a elevados teores de prolina
encontrados nas folhas, principalmente em aquelas plantas com 60% da CV e pulverizadas com
100 mg L' de putrescina (Figura 12) aos 10 DAE.

Tanto as poliaminas como a prolina t€ém o glutamato como precursor em comum, entao
mudancas nas concentracdes de algum destes compostos pode alterar a rota biossintética do
outro, e este processo pode-se dar de maneira competitiva (Montesinos-Pereira et al., 2014; P4l et
al., 2018), o que possivelmente apresentou efeito proeminente nas plantas sobre a restricao
hidrica mais prolongada, levando o glutamato disponivel para a sintese de prolina. O maior

acimulo de prolina nas folhas € um indicativo de sinalizacdo contra estresse abidtico (Abdul
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Jaleel et al, 2007) o que levou as plantas a tolerar melhor as condi¢cdes ambientais externas
desfavoraveis, mediante um ajuste osmoético em virtude da protecdo das membranas pela acdo de
peroxidacao das espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (Cramer et al., 2011).

A prolina, possivelmente foi um dos compostos envolvidos no ajuste osmético nas células
sob condicdes de restricdo hidrica, o que permitiria atingir valores similares de CRA em
comparacdo com as plantas crescidas sem restri¢do hidrica, tendo os valores de CRA préximos
ou superiores a 80%, e seu comportamento esteve relacionado com a dose de 100 mg L' de
putrescina em plantas sob déficit hidrico moderado aos 10 DAE (Figura 12). J4 que o actimulo de
massa seca foi afetado pelo estresse hidrico, plantas tratadas com putrescina poderiam mitigar
efeitos negativos, especialmente quando a restricdo hidrica é prolongada, mediante acimulo de
solutos em suas folhas. Hassan et al. (2018) reportaram que aplicacdo de poliaminas
aperfeicoaram alguns parametros como: crescimento, 0 CRA, teores de clorofila e condutincia
estomdtica em plantas de Rosa de damasco (Rosa damascena) submetidas a déficit hidrico.

O entendimento da relagdo entre a duragdo e intensidade da restri¢ao hidrica e sua interacao
com os demais fatores, pode ajudar a desvendar as diversas respostas das plantas ao déficit
hidrico (Farooq et al., 2009a). Entdo, a duracdo e a intensidade da restri¢do hidrica tiveram pouco
efeito na regulacdo do status hidrico das folhas, no entanto, houve resposta representativa da
disponibilidade de dgua e concentracdo de putrescina no ganho de matéria seca das plantas ao
final do experimento.

Com relacdo aos pigmentos, as clorofilas apresentam um papel fundamental na
determinac¢do da intensidade do processo da fotossintese e produgdo de matéria seca (Rhie et al.,
2014), os resultados desta pesquisa apontam que condi¢des de déficit hidrico acumuladas tendem
a degradar clorofilas e carotenoides. Em contraste, plantas com suplementa¢do adequado de dgua
tiveram um padrdo crescente em seus teores, com excecao do tratamento 2 (plantas pulverizadas
com 50 mg L), e em geral, teores de Cl fotal foram maiores nas folhas das plantas com irrigagdo
adequada em comparacdo com aquelas submetidas a déficit hidrico moderado, comportamento
relacionado com um possivel maior acumulo de ERO’s e sua agdo de peroxidagdo e degradacao
dos pigmentos fotossintéticos em plantas sob condi¢Oes de déficit hidrico (Ashraf & Harris,
2013), seguindo padrdes de resultados previamente reportados para plantas de camomila (Salehi

et al., 2016) e manjericao (Damalas, 2019).
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Também, observa-se que os teores de Cl a, b e total ndo apresentaram diferencas em seu
conteddo foliar, quando avaliado os niveis de dgua aos 5 DAE. Logo, aos 10 DAE, estes teores
foram relativamente maiores em plantas com 80% da CV, similar ao resultado reportado para
plantas de Oudeneya africana (Talbi et al., 2020). Estabelecendo assim um padrao fisioldgico
temporal da acdo deletéria da restricdo hidrica moderada sobre a degradacdo dos pigmentos,
podendo ainda ser considerado este uma possivel estratégia de adaptacdo das plantas num
ambiente restritivo, com priorizacdo da manuten¢do da integridade das suas estruturas vitais e o
evitamento de maiores danos internos, mediante uma menor interceptacao da radiacao solar como
mecanismo de defesa, o que consequentemente refletird em reducdes na taxa fotossintética e,
portanto, comprometimento no acimulo de massa seca.

Ja as doses de 50 e 100 mg L' de putrescina tiveram efeito positivo na manutencio de
maiores teores de Cl a, b, total e carotenoides em plantas com 80 e 60% de CV, respetivamente.
Diversos estudos tém reportado o efeito das poliaminas no aumento dos pigmentos
fotossintéticos. Amri et al. (2011), atribuiram esse fendmeno ao possivel efeito da protecao das
membranas dos tilacdides especialmente nos sitios do complexo proteina-clorofila; o qual é
explicado mediante uma possivel ligacdo direta com os fosfolipidios da bicamada da membrana
plasmdtica, conferindo protecdo ao aparato fotossintético (Abd Elbar et al., 2019), resposta
similar também descrita para as culturas do pepino (Yuan et al., 2018) e do tomilho
(Mohammadi et al., 2018).

A sintese de putrescina, clorofila e prolina tem como precursor em comum o glutamato
(Mohammadi et al., 2016), assim acredita-se que uma possivel degradacio da clorofila causaria
alteracdes metabdlicas significativas na regulacdo de mecanismos protetivos, como o potencial
incremento nos teores de prolina, como observado em plantas com déficit hidrico moderado
especialmente aos 10 DAE.

Porém as plantas com 60% da CV, em geral, tenderam a ter menores teores de clorofilas e
acimulo de massa seca, quando estas plantas foram pulverizadas com uma dose de 100 mg L™ de
putrescina, o efeito da restri¢do hidrica sob os pigmentos fotossintéticos poderia ser mitigado a
curto prazo, como foi observado aos 5 DAE, mediante essa protecio e manutengdo da
estabilidade das membranas dos tilacéides. Ja, num periodo mais prolongado de restri¢do hidrica,
o mecanismo de protecdo pode ser oriundo de outras vias metabdlicas. Entretanto, ponderamos

que em plantas com 80% da CV, o glutamato poderia ser direcionado para sintetize de maiores
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teores de clorofilas, enquanto a putrescina seria direcionada para processos de divisdo celular,
que irdo se traduzir em maior acimulo de massa seca. Como proposto por Croce & Amerongen
(2014), que alegam que o teor foliar de clorofila estd diretamente relacionado com a potencial
eficiéncia de captacdo de fétons durante a fotossintese nas plantas, que culminardo na produgao
de fotoassimilados.

Por outro lado, os teores de carotenoides apresentaram reducdes significativas sob o uso de
100 mg L' de putrescina, em condicdes de 80% de CV e 60% de CV, potencialmente pela
atuacdo destes pigmentos em processos fotossintéticos e preventivos a danos oxidativos em
membranas celulares (Takahashi & Badger, 2011).

Sob condicdes de cultivo indspita, as plantas apresentam como primeiras respostas de
protecdo ao déficit hidrico o fechamento estomaético, processo que estd modulado por incremento
das concentragdes de 4cido abscisico. Comportamento similar ao observado nesta pesquisa, onde
as plantas submetidas a estresse hidrico moderado tiveram menor condutincia estomdtica (Figura
5), tanto aos 5 como aos 10 DAE, quando se comparou as plantas com irriga¢do adequada.

O fechamento e abertura dos estomatos € regulado por diversos mecanismos de sinalizacao
tanto o status hidrico no solo como na folha (Taiz & Zeiger, 2006), com sinalizacdo majoritaria
do 4cido abscisico (ABA), o qual induz ao fechamento estomético e conduz a uma menor
condutancia estomdtica (Waterlando et al., 2010). Embora a nossa pesquisa tenha observado que
os valores do CRA nas folhas se encontrassem, em média, acima de 70%, inclusive nas plantas
com déficit hidrico moderado aos 10 DAE, o status hidrico na folha conseguiu ser regulado
mediante o ajuste osmotico liderado possivelmente pela sintese e acimulo osmolitos nas folhas.

Pela ocorréncia do fechamento estomadtico, para restricdo da transpiracdo foliar e
incremento no uso eficiente de dgua (UEA) (Ebeed et al., 2017; ZHANG et al., 2018), existe uma
forte reducdo no fluxo assimilatorio de CO; no interior do mesofilo foliar € consequentemente,
existe a liberacdo de altas quantidades de elétrons que vao conduzir a formac¢do de ERO’s
(Farooq et al., 2009a), resultando em prejuizo da atividade de diferentes enzimas envolvidas no
processo da fotossintese (Chaves et al., 2009). Deste modo, considerando que a transpiracdo
foliar foi reduzida devido ao fechamento de estdmatos em plantas submetidas ao déficit hidrico
moderado, com maior efeito aos 10 DAE, pode-se assumir que este comportamento estd
relacionado com a duracgdo e a intensidade do estresse imposto, e somente as doses de putrescina

foram representativas em plantas com irrigacao adequada aos 10 DAE.
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Outros parametros fotossintéticos afetados pelo fechamento dos estdmatos sdo a pressao
intercelular (C;) (Tominaga et al., 2018) e a assimilacdo de CO, (A) (Farooq et al., 2009a). A
inexistente diferenca significativa entre os valores da pressdo intercelular de CO, aos 5 e 10
DAE nos dois niveis de dgua, podem ser interpretadas como dois cendrios distintos, por um lado
plantas submetidas ao déficit hidrico moderado tendem a acumular CO, no mesofilo das folhas
nas primeiras horas do dia, quando ainda os estdmatos estavam abertos, logo quando a radiacdo
atingiu as folhas e em restricdo hidrica, houve fechamentos dos estdmatos e o CO, ficou
aprisionado nesses espagos intercelulares. Por outro lado, plantas com irrigacdo adequada,
tiveram uma condutancia estomdtica mais proeminente, o que indicou que os estomatos estavam
abertos permitindo esse fluxo interno de CO, proveniente da atmosfera.

Aos 5 DAE, houve menor assimilagdo de CO, em plantas com 60% da CV em comparagdo
com aquelas do nivel de 80% da CV e pulverizadas com 50 mg L' de putrescina. Ja, aos 10 DAE,
também houve maior assimilacdo de CO, em plantas sem déficit hidrico, embora a diferenca com
as plantas submetidas a déficit hidrico moderado tenha sido menor; e as doses de 50 e 100 mg L!
de putrescina, apresentaram maior assimilacdo de CO; e eficiéncia instantanea de carboxilacdo
(A/C;i) que as outras doses da poliamina. O que possivelmente estd relacionado ao papel das
poliaminas como removedores de ERO’s e protetoras do aparato fotossintético ou estimulagao
dos sistemas de defesa das plantas submetidas a estresse hidrico (Hussain et al., 2011; Juzon et
al., 2017).

Somente as plantas do tratamento controle e aquelas pulverizadas com 50 mg L' de
putrescina, apresentaram diferencas na concentracdo intercelular de CO, aos 10 DAE; o que pode
sugerir que doses maiores de putrescina podem ter influéncia positiva na regulacio interna de
CO; inclusive em condicdes de déficit hidrico moderado. Além disso, observou-se que a maior
assimilagdo de CO, das plantas com 80% da CV e pulverizadas com 50 mg L' de putrescina,
especialmente aos 5 DAE, obtiveram maior acimulo de massa seca como consequéncia do status
hidrico adequado e maiores teores de clorofilas, que resultariam em maior producdo de
fotoassimilados direcionados para os 6rgaos dreno. Em contraste, plantas com 60% da CV,
apresentaram mecanismos de regulacao osmética, mediante o actimulo de prolina nas folhas, nao
tiveram sucesso no evitamento da degradacdo das clorofilas, durante o fechamento dos
estdmatos, e na redugdo da assimilacdo de CO,, o que possivelmente condicionou o acimulo de

massa seca.
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Em manjericio observou-se que a EUA foi diferente aos 10 DAE nas plantas pulverizadas
com 50 e 100 mg L' de putrescina, o que permite inferir que a duragdo do estresse hidrico tem
um papel fundamental em regular o efeito da putrescina e seu ajuste com a fim de utilizar
eficientemente o CO, assimilado e reduzir as perdas de dgua por transpira¢do ao longo do periodo
do déficit hidrico. Além, de ter tido relacdo com o comportamento do CRA, especialmente aos 10
DAE, onde o ajuste osmético conferiu as plantas, com 60% da CV, valores maiores de 75% de
CRA, e conforme a transpira¢do foliar foi reduzida, devido ao fechamento dos estdmatos, a
assimila¢do de CO, atingiu valores similares aos das plantas com 80% da CV, no entanto, houve
menor acumulacio de massa seca, com menor afetacio em plantas pulverizadas com 100 mg L
de putrescina neste nivel de disponibilidade hidrica.

Osresultados obtidos evidenciamque para a atividade das enzimas antioxidantes ndo houve
diferencas relevantes entre os dos dois niveis avaliados, e nem efeito das doses de putrescina.
Unicamente em plantas com 60% da CV e pulverizadas com 50 mg L' de putrescina diferiram
com plantas controle do nivel 80% da CV. Pesquisas em plantas medicinais tem demostrado que
o déficit hidrico tende a aumentar a atividade das enzimas antioxidantes como resposta a elevadas
concentragdes de ERO’s e isso vai depender da intensidade do estresse (Mohammadi et al., 2018;
Omidi et al., 2018; Taha et al., 2020). A resposta das plantas expostas a déficit hidrico pode
variar entre espécies e que diferentes estratégias adotadas pelas plantas para a defesa podem ser
determinadas pela duracdo e intensidade do periodo de restricao hidrica (Carvalho, 2008). E que
periodos prolongados de déficit hidrico podem resultar em danos oxidativos irreversiveis
(Osmolovskaya et al., 2018).

Verifica-se que atividade das enzimas antioxidantes, especificamente para manjericdo, nao
foram representativas, assim o metabolismo enzimdtico antioxidante ndo foi o principal
mecanismo vegetal para mitigar o efeito do estresse hidrico. Talbi et al. (2020) diz que as células
tém desenvolvido complexos mecanismos enzimaticos € nao enzimdticos de desintoxicacdo com
o fim de mitigar os efeitos negativos das ERO’s sob as membranas destas. Outra possivel razao
pode estar relacionada com a intensidade do estresse hidrico imposto, o qual pode ndo ter
estimulado suficientemente o sistema antioxidante destas enzimas para reagir aos danos causados
pela limitacdo de dgua. J4 os mecanismos ndo enzimdticos, como: fechamento estomatico e
acumulagdo de solutos, podem estar envolvidos na protecdo das estruturas internas da planta

submetidas a condi¢des de déficit hidrico moderado.
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Com relagdo a andlise das propriedades qualitativas dos 6leos essenciais constata-se que as
doses de putrescina ndo apresentaram diferencas significativas em alterar o conteddo destes.
Porém a disponibilidade hidrica no solo teve maior influéncia na producdo de compostos
secundérios de maior relevancia ao setor industrial, de modo que sob condic¢des de déficit hidrico,
as plantas de manjericdo foram submetidas a diferentes mudancas em niveis morfoldgicos e
fisiolégicos, com influéncia no acimulo de metabolitos secunddrios. Isto explica-se pelo fato de
que as plantas de manjericao sob condi¢des de déficit hidrico, a turgéncia das folhas diminui e ha
uma maior densidade de glandulas contendo Odleos essenciais, resultando numa elevada
acumulacdo na quantidade dos compostos secunddrios (Simon et al., 1992). Além disso,
metabolitos secunddrios sdo produzidos como principal acdo de protecdo em contra agentes
toxicos, como as ERO’s, e em resposta a condi¢des adversas; estes variam em quantidade e
qualidade (Kulak, 2020).

Portanto, nossos resultados sugerem que independente das doses de putrescina, a
disponibilidade hidrica no solo det¢ém de fundamental importancia na producdo e actimulo de
metabolitos secundérios; e que a intensidade da sua apari¢dao pode estar ligada ao grau de estresse
com consequéncia de uma série de respostas metabdlicas das plantas relacionadas a protecao e

conservacao de fungdes basicas das plantas de manjericio.

5. CONCLUSAO

Pulverizacdo exdgena com putrescina apresentou diversas respostas em varidveis morfo-
fisiolégicas em plantas de manjericio submetidas a irrigacdo adequada ou ao déficit hidrico
moderado. Sendo que a putrescina conferiu protecdo aos pigmentos fotossintéticos, permitiu
melhor ajuste no status hidrico nas folhas e estimulou maior acumulacdo de massa seca em
plantas de manjericdo submetidas a déficit hidrico moderado.

Em contraste, a disponibilidade hidrica no solo foi o fator responsavel na determinagao do
perfil quimico dos O6leos essenciais. E o mecanismo de defesa de plantas de manjericao
submetidas a déficit hidrico moderado por longo periodo, esteve diretamente vinculado pelo
maior acimulo de prolina nas folhas.

Ambientes desfavordveis no cultivo de Ocimum ssp., como restricdo moderada de

dgua no solo, levam as plantas a elevarem seu potencial de sintese dos dleos essenciais foliares,
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com interesse comercial. Em contrapartida a ado¢do de pulverizacdo exdgena de doses de
putrescina permitem sinalizar positivamente no combate do estresse oxidativo, via mecanismos

de protecdo celular com alivio dos processos fisiolégicos.
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