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O déficit hidrico altera o crescimento, metabolismo oxidativo e biossintese de
fenilpropandides em Ocimum basilicum L.
Water deficit induces changes in grown, oxidative metabolism and phenylpropanoids
biosynthesis in Ocimum basilicum L.
El déficit hidrico altera el crecimiento, el metabolismo oxidativo y la biosintesis de
fenilpropanoides en Ocimum basilicum L.
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Resumo

Mudancgas fisioldgicas e bioquimicas ocorrem quando as plantas sdo submetidas ao estresse
hidrico. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o crescimento, a resposta antioxidante,
o0 rendimento e a composicao do 6leo essencial (OE) do manjericdo (Ocimum basilicum L.)
submetidas ao déficit hidrico. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo sob trés
regimes hidricos: 100-90% (controle), 70-60% (estresse moderado), 40-30% (estresse severo)
da capacidade de campo por 50 dias. Plantas submetidas ao estresse hidrico severo
apresentaram reducdes significativas na massa fresca e altura. O teor relativo de agua nas
folhas diminuiu com o aumento da severidade do estresse. Observamos um aumento na
atividade de enzimas: superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase
(CAT) em plantas submetidas ao déficit hidrico. As plantas submetidas ao estresse moderado
e serevo apresentaram maior rendimento do OE, além de alterar sua composi¢ao quimica. Um
total de 54 compostos foram identificados no OE das folhas de manjericdo. Os
fenilpropandides aumentaram com o déficit hidrico e podem constituir um sistema
antioxidante secundario, que pode auxiliar o sistema de defesa antioxidante primario, a fim de
manter os niveis de peroxido de hidrogénio nas células em concentracfes sub-letais para as
plantas de manjericao.

Palavras-chave: Plantas aromaticas, Estresse abidtico; Oleo essencial; Metabolito

secundario.

Abstract

Numerous physiological and biochemical changes occur when plants are subject to water
stress. Therefore, the aim of this study was to evaluate grown, antioxidant response, yield and
composition of essential oil of basil plants (Ocimum basilicum L.) when subject to water
deficit. The experiment was conducted in a greenhouse and supplied with three water
regimes: 100-90% (control), 70-60% (moderate stress), 40-30% (severe stress) of the field
capacity for 50 days. Plants subjected to severe water stress showed significant reductions in
the development of the shoot, as fresh mass and height. The relative water content in leaves

decreased with increasing severity of stress. We observed an increase in the activity of
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antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX), and catalase
(CAT) in plants subject to water deficit. Plants subject to moderate and severe stress had a
higher oil essential yield, besides changing their chemical composition. A total of 54
compounds were identified in the essential oil from the basil leaves. The phenylpropanoids
increased with water deficit and may constitute a secondary antioxidant system, which may
assist the primary antioxidant defense system, in order to maintain the levels of hydrogen
peroxide in the cells at sub-lethal concentrations to basil plants.

Keywords: Aromatic plant; Abiotic stress; Essential oil; Secondary metabolites.

Resumen

Los cambios fisioldgicos y bioguimicos ocurren cuando las plantas estan sujetas a estrés
hidrico. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el crecimiento, la respuesta
antioxidante, el rendimiento y la composicién del aceite esencial (OE) de albahaca (Ocimum
basilicum L.) sometido a déficit hidrico. EI experimento se llevo a cabo en un invernadero
bajo tres regimenes de agua: 100-90% (control), 70-60% (estrés moderado), 40-30% (estrés
severo) de la capacidad de campo durante 50 dias. Las plantas sometidas a estrés hidrico
severo mostraron reducciones significativas en peso fresco y altura. El contenido relativo de
agua en las hojas disminuyé al aumentar la severidad del estrés. Se observd un aumento de la
actividad enzimatica: superdxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa
(CAT) en plantas sometidas a déficit hidrico. Las plantas sometidas a estrés moderado y
seroideo presentaron mayor rendimiento de OE, ademé&s de cambiar su composicion quimica.
Se identificaron un total de 54 compuestos en el OE de las hojas de albahaca. Los
fenilpropanoides aumentan con el déficit hidrico y pueden constituir un sistema antioxidante
secundario, que puede ayudar al sistema de defensa antioxidante primario, para mantener los
niveles de perdxido de hidrégeno en las células en concentraciones subletales para las plantas
de albahaca.

Palabras clave: Planta aromética; Estrés abidtico; Aceite esencial; Metabolitos secundarios.

1. Introducéo

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) é uma planta aromatica anual, cultivada e
utilizada em todo o mundo (Lung et al., 2016). Essa planta é bastante utilizada como
condimento, mas também muito conhecida na medicina popular por suas propriedades
medicinais (Padalia et al., 2017). O valor econémico do manjericdo deve-se principalmente a




Research, Society and Development, v. 9, n. 11, 74591110590, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i11.10590

producdo de 6leo essencial (OE), alcancando niveis significativos de comercializa¢cdo no
mercado nacional e internacional (Lung et al., 2016). O dleo essencial obtido dessa espécie €
amplamente utilizado na industria de perfumaria e na aromatizacédo de alimentos e bebidas, e
possui na sua composicdo Vvarios compostos, no qual o linalool, um monoterpeno,
amplamente utilizado nas industrias de cosmeticos e perfumaria se destaca devido seu
potencial de fixacdo (Blank et al., 2004).

Em plantas aromaticas, o crescimento, desenvolvimento e a producdo do 6leo
essencial séo influenciados por varios fatores ambientais, promovendo alteracdes fisicas e
quimicas no metabolismo vegetal (Baghalian et al., 2011; Rezaie et al., 2020). A baixa
disponibilidade de &gua no solo, pode influenciar o fechamento estomatico, o declinio na taxa
de crescimento, o acumulo de solutos e enzimas antioxidantes e a expressdo de genes
associados a resposta aos diferentes estresses (Jaleel et al., 2009; Fathi et al., 2019). As
plantas sob estresse hidrico também podem alterar sua espessura, area foliar e caracteristicas
anatdbmicas assim como a taxa de transpiracdo, a condutdncia estomatica e a taxa
fotossintética (Baghalian et al., 2011; Abideen et al., 2020). A baixa quantidade de dgua no
solo induz também mudancas no padrdo de translocacdo de matéria seca.

Para sobreviver a tais condi¢cbes ambientais, as plantas desenvolveram uma complexa
rede de sinalizacdo genético-molecular e celular que as levam a responder por diferentes vias
metabdlicas. Os metabdlitos secundarios estdo envolvidos em diferentes mecanismos de
defesa frente os estresses abioticos, sendo que a deficiéncia hidrica esta entre as principais
causas de perda da produtividade, porém, apresenta correlacdo direta na concentracdo de
metabdlitos secundarios (Vickers et al, 2009). O estresse hidrico geralmente induz um
aumento na concentracdo de alguns terpendides e fenilpropanoides (Borges et al., 2016;
Rezaie et al., 2020). Para tanto, os terpenos e os fenilpropanoides séo as classes de compostos
abundantes no 6leo essencial encontrado nessa espécie.

Devido aos danos provocadas pelo estresse, como forma de defesa, as plantas
produzem as espécies reativas de oxigénio (ROS) (Jaleel et al, 2009). No entanto devido ao
tempo que a planta fica submetida a estas condi¢bes, a producdo das ROS aumenta e
consequentemente provoca um grande dano, devido & producgdo excessiva de moléculas de
oxigénio (radical anidnico superoxido (O2™), oxigénio singleto (*0,) e radical hidroxila (OH")
e de peroxido de hidrogénio (H202). Com isso diversas enzimas antioxidantes como a
superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR), catalase
(CAT), ascorbato peroxidase (APX) sdo ativadas para tentar inibir os danos ocorridos durante
este processo (Kaouthar et al, 2016; Abideen et al., 2020).
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Desta forma, com o intuito de avaliar a influéncia do estresse hidrico no crescimento
do manjericdo, o presente estudo teve por objetivo mensurar o crescimento, a resposta
antioxidativa das enzimas CAT, APX e SOD e o rendimento e composi¢do quimica do OE de

Ocimum basilicum em diferentes niveis de déficit hidrico.

2. Metodologia

2.1 Material vegetal

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo da Universidade Paranaense —
UNIPAR, Campus Il — Umuarama/PR (23° 45° 51,49" S; 53° 11' 35,01" O e altitude de 463
m). Sementes de manjericdo verde ‘Alfavaca Basilicdo’ (ISLA®) foram semeadas em bandeja
de poliestireno contendo substrato comercial (Carolina Padrdo®). Em cada cédula foram
distribuidas de cinco a seis sementes e realizada irrigacdo diéria. Dez dias ap0s a semeadura,
as mudas foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade de cinco litros contendo
solo:substrato:areia (2:1:1 v), no qual foi feito o desbaste deixando apenas uma planta por
vaso.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com trés regimes
hidricos (100-90% da capacidade de campo (CC) (controle), 70-60% CC (estresse moderado),
40-30% CC (estresse severo) com dez repeti¢es. As plantas foram irrigadas com solucdo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) uma vez por semana, até o final do experimento. As

plantas foram coletadas apés 50 dias de estresse.
2.2 Altura e massa fresca da parte aérea — avaliacgdes fitotécnicas

A determinacdo da altura da parte aérea (APA) (cm) foi realizada com o auxilio de
uma fita métrica, medido do colo da planta até o seu apice foliar. A massa fresca da parte
aérea (MFPA) (g pl-!) foi determinada a partir da pesagem em balanca analitica.
2.3 Teor relativo de agua na folha

O teor relativo de agua (TRA%) foi realizado em cinco folhas do terco médio de

acordo com o método proposto por Rouached et al., (2013). Esse parametro foi determinado

utilizando a seguinte equacéo (Schonfeld et al., 1988):
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TRA%= 100 x (MF-MS)/(MT-MS)
Onde:
TRA% = teor relativo de dgua da planta (%);
MF = massa fresca (Q);
MS = massa seca (Q);
MT = massa tdrgida (g).

2.4 Enzimas antioxidantes

As folhas frescas (0,3 g) foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizado em
1,5 ml de tampéo fosfato de potassio 200 mM (pH 7,8), EDTA 10 mM, &cido ascorbico 200
mM e 10 % de polivinilpolipirrolidona (PVPP) utilizando almofariz e pistilo (Giannopolitis &
Reis, 1977). O homogeneizado foi centrifugado a 12 000 g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante
recolhido e armazenado em ultrafreezer (-80 °C) até 0 momento das leituras. Esse extrato foi
utilizado para os ensaios das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Todos os ensaios foram realizados com trés repeticdes

bioldgicas em triplicata para cada um dos tratamentos.

2.41S0OD (EC 1.15.1.1)

A atividade da enzima SOD foi medida por sua capacidade de inibir a fotorreducao do
nitroblue tetrazolium (NBT) como descrito por Giannopolitis & Reis, 1977 (1977). A reacdo
consistiu em KPO450 mM (pH 7,8), 0,1 uM EDTA, 13 mM metionina, 75 uM de NBT, 2 uM
de riboflavina e 50 pL do extrato bruto das amostras. A leitura foi realizada a 560 nm, no
qgual uma unidade de atividade de SOD (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para inibir 50% da reducdo do NBT. A atividade da SOD foi expressa em U SOD
g*MF min™.

2.4.2 CAT (EC 1.11.1.6)

A atividade da enzima CAT foi realizada de acordo com a metodologia proposta por
Havir & McHale (1987). A reacdo consistiu em KPO4 200 mM (pH 7,0), 20 mM de H20, e 50
pL do extrato bruto das amostras. A atividade foi determinada pela degradagdo do H202 no

intervalo de 1 minuto a 240 nm. A atividade enzimatica foi quantificada, utilizando-se o
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coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™ (Anderson et al., 1995). A atividade da CAT foi
expressa em pumol H20, g MFL.min.

243 APX (EC 1.11.1.11)

A atividade da enzima APX foi realizada de acordo com a metodologia proposta por
de Nakano & Asada (1987). A reacdo (1,0 mL) consistiu de 50 mM (pH 7,0) do tampé&o
KPOy4, 10 mM de acido ascorbico, 1 mM de H20. e 50 pL do extrato bruto das amostras. A
atividade foi determinada pela degradacdo do H>O: no intervalo de 1 minuto a 290 nm. A
atividade enzimatica foi quantificada, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8
mM? cm? (Nakano & Asada, 1987). A atividade da APX foi expressa em pmol de &cido

ascorbico g MFL.min™.

2.5 Extracao do OE de Ocimum basilicum

A extracdo do OE foi realizada por meio do método de hidrodestilacdo por um periodo
de trés horas (Luz et al., 2009) utilizando-se 100 g/L de folhas frescas. O OE foi retirado com
n-Hexano, filtrado em sulfato de sddio anidro (Na2SO4), acondicionado em frascos d&mbar e

mantidos sob refrigeracéo (4 ‘C) até total evaporacéo do solvente (Brasil, 2010).

2.5.1 Rendimento do OE

Apos a total evaporacdo do solvente foi feita a pesagem de cada extragdo de OE para o
calculo do rendimento do 6leo essencial (ROE%). Esse parametro foi determinado utilizando

a seguinte equacdo:

ROE% = (MOE/MFV)x100
Onde:
ROE% = rendimento do 6leo essencial (%);
MOE = massa do 6leo essencial extraida (mL);
MFV=massa fresca vegetal (Q).
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2.5.2 Anélise Cromatogréfica do OE

O Oleo essencial foi analisado por cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de
massas (CG/EM), utilizando um cromatografo modelo Agilent (7890B) acoplado a um
espectrofotdbmetro de massas, modelo Agilent (5977A). A coluna capilar utilizada foi uma
HP-5MS de silica fundida (30 m x 0,250). Temperatura do injetor: 260 °C; volume da injecdo
de 2 pL; razdo de injecdo no modo split 1:2, temperatura inicial da coluna de 40°C/2 min,
com uma rampa de aquecimento de 4 °C/min até 300 °C. A linha de transferéncia foi mantida
a 285°C e a fonte de ionizacdo e quadrupolo a temperaturas de 230°C e 150°C,
respectivamente. O gés hélio (He) foi utilizado como sendo gas de arraste com fluxo de 1
mL/min. O sistema de detec¢do foi o0 EM no modo “Scan”, na faixa de razdo massa/carga
(m/z) de 40-350, com “Solvent Delay” de 3 min.

A andlise dos compostos quimicos do 6leo essencial foram realizados por meio da
comparacdo dos espectros de massas com 0s espectros de massas da biblioteca NIST 11.0 e
baseados na comparacdo dos seus indices de retencdo (IR) obtidos através de uma série
homologa do padrdo de n-alcanos (C7 - C26) (Adams, 2007).

2.6 Analise estatistica

Trata-se de uma pesquisa experimental quantitativa com coleta e andlise estatistica dos
dados (Pereira et al., 2018). Desta forma, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) (p<0,05) e as médias comparadas pelo teste de média Tukey (p<0,05) utilizando o
programa estatistico Assistat (Silva & Azevedo, 2016). A analise de componentes principais
(PCA) foi realizada para discriminar como os compostos do essencial do 6leo foram
infuenciados pelo déficit hidrico. As variaveis foram analisados pelo software Statistica v
13.3 (STATSOFT, 2017).

3. Resultados e Discusséo
3.1 Efeito do estresse hidrico no crescimento das plantas de O. basilicum
Os resultados mostraram que a altura, a massa fresca da parte aérea e o teor de agua na

folha foram significativamente influenciados pelos diferentes niveis de estresse, afetando
negativamente esses parametros avaliados (Tabela 1). As plantas que foram submetidas a uma
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restricdo de &4gua apresentaram um porte menor do que as plantas do controle, no qual a altura
da haste foi significativamente reduzida em 6,13% e 12,17% para 0s estresses moderado e
severo, respectivamente. O efeito depressivo da seca sobre o acimulo de massa fresca foi
mais pronunciado na maior restricdo de agua. No acumulo de massa fresca foi possivel
observar a seguinte ordem de acumulo: moderado > controle >severo. As plantas que foram
submetidas ao estresse moderado apresentaram um crescimento mais significativo que os
demais tratamentos, enquanto as plantas submetidas ao estresse severo apresentaram uma
reducdo no acumulo de biomassa de 18,94% em relacdo as plantas do controle. O teor de 4gua
nas folhas apresentou uma diferenca significativa entre os tratamentos controle e estresse
moderado em relacdo ao estresse severo, no qual a quantidade de &gua nas folhas foi menor,

guanto maior o estresse (Tabela 1).

Tabela 1. Altura (cm), massa fresca e teor de agua (%) da parte aérea (PA) de plantas de
Ocimum basilicum L submetidas a diferentes niveis de déficit hidrico.

Tratamento Altura Massa Fresca Teor de Agua na folha
(cm) (9. pI™) (%)
Controle 63,25 at 123,78 b 7158 a
Moderado 59,37 ab 163,32 a 64,88 ab
Severo 55,50 b 100,33 ¢ 53,02 b

!Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p=<0,05) de probabilidade.
Fonte: Autores.

A reducdo da altura das plantas de manjericdo submetidas ao déficit hidrico pode ser
resultado de perturbagdes das relacGes hidricas das plantas, em especial o potencial de turgor.
Isto significa que ao reduzir a absor¢do de agua, consequentemente ha uma diminuicdo no
contetdo de agua no tecido vegetal e no turgor. Portanto, sob condi¢cBes de estresse, o
alongamento celular em plantas é inibido pela reduzida pressdo de turgescéncia. Da mesma
forma, o estresse pela seca também diminui o acimulo de fotoassimilados e metabdlitos
necessarios para a divisao celular (Baghalian et al., 2011). Como consequéncia, a mitose, 0
alongamento e expansdo celular sdo prejudicadas, resultando na reducdo da altura e
crescimento da planta (Farooq et al., 2009).

A diminuigdo no acumulo de biomassa das plantas de manjericdo submetidas a um
déficit hidrico severo (Tabela 1) poderia ser o resultado de uma atribuigcdo preferencial da
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producdo de biomassa as raizes. Além disso, uma redugdo no teor de clorofila poderia
acarretar uma deficiéncia na taxa de fotossintese, o que também contribui para a reducdo da
massa fresca da parte aérea dessa planta. Este fenémeno fisiologico também foi observado
nos estudos conduzidos por Petropoulos et al., (2008) e Borges et al., (2016) em Petroselinum
crispum (familia Apiaceae) e por Baghalian et al., (2011) em Matricaria recutita L. (familia

Asteraceae).

3.2 Resposta das enzimas antioxidantes ao estresse hidrico

O estresse hidrico induz o estresse oxidativo em plantas, nas quais espécies reativas de
oxigénio (ROS), como o radical superéxido (O2¢), radical hidroxi (*OH), peroxido de
hidrogénio (H20.) e radical alcoxi (RO °) sdo produzidos (Munne-Bosch & Penuelas, 2003).
Sendo assim, neste trabalho foram avaliadas as enzimas superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), que formam um importante complexo de
enzimas que atuam como defesa primaria das células contra os radicais livres superoxidos
geradas sob condicdes de estresse.

No presente trabalho, foi observado que as enzimas antioxidantes em O. basilicum L.
apresentaram uma maior defesa quando as plantas foram submetidas ao estresse hidrico
severo para as trés enzimas avaliadas (Figura 1). Foi observado uma reducdo da atividade da
enzima SOD (0,78 U SOD g MF! min™) nas plantas do controle. De acordo com as nossas
observacgoes, a atividade da enzima SOD foi aumentada em 11,53% e 34,61% nas plantas que
foram submetidas aos estresses moderado e severo, respectivamente, em compara¢do com as
plantas do controle (Figura 1A). Esta enzima catalisa a dismutacdo de superoxido resultando
na producdo de O e H202, e é quantitativamente a maior responsavel pela remocdo de
superdxido. A maior atividade da enzima SOD pode ter uma maior protecdo contra o estresse
oxidativo nessa espécie de manjericdo. Assim o aumento na atividade da SOD é conhecido
por conferir tolerancia a situa¢des ambientais limitantes (Jaleel et al., 2009; Laxa et al., 2019).
Diferentes trabalhos mostraram que as plantas transgénicas que superexpressam o gene que
codifica a SOD mostrou uma tolerancia aumentada aos diferentes tratamentos, bem como se
tornaram mais resistentes a fotoinibicdo quando expostas a diferentes estresses abioticos
(Kaouthar et al., 2016).

Da mesma forma que a enzima SOD, observamos um aumento na atividade da CAT e
APX sob déficit hidrico. Conforme mostrado na Figura 1B, a atividade de CAT aumentou

12,95% e 25,76% em plantas expostas aos estresses hidricos moderado e severo em

10
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comparagdo com o controle. A CAT é a Unica entre as enzimas degradantes de H2O. que ndo
consome equivalentes redutores celulares e possui ainda um eficiente mecanismo para
remover o H,O> formado nas células sob condigcfes de estresse (Scandalios, 2005). A Figura
1C mostrou que a atividade da enzima APX ndo deferiu significamente entre os tratamentos
controle e o estresse moderado. Entretanto, em plantas submetidas ao estresse severo pode-se
observar que houve um aumento da atividade da enzima APX de 40,96% em relagdo as
plantas do controle.

Figura 1. Resposta antioxidante das enzimas APX (umol &cido ascérbico gMF! min?) (A);
CAT (umol H20, gMF! min1) (B); SOD (U SOD gMF?! min?) (C) frente aos efeitos
provocados pelo estresse hidrico em Ocimum basilicum L. Médias seguidas pela mesma letra

nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Autores.

A acdo combinada da CAT e SOD convertem o O™ toxico e o H20> em 4gua e
oxigénio molecular, evitando o dano celular sob condi¢fes ambientais adversas como o
estresse hidrico. 1sso mostra que as enzimas CAT e APX desempenham um papel chave na

eliminacdo do radical H.O, em plantas de manjericdo submetidas ao estresse hidrico, sendo
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que uns aumentos na atividade dessas enzimas estdo estritamente correlacionados com a

tolerancia dessas plantas ao estresse oxidativo (Laxa et al., 2019).

3.3 Rendimento e composic¢édo quimica do 6leo essencial de manjericdo

Com um rendimento de 0,039% no tratamento controle, a producéo de dleo essencial
aumentou para 0,146% e 0,116% sob condicbes de estresse moderado e severo,
respectivamente (Tabela 2). Ambos o0s estresses, moderado e severo, melhoraram o
rendimento de 6leo essencial em manjericdo. O aumento no rendimento do EO pode estar
relacionado a uma realocacdo do carbono assimilado devido ao declinio no crescimento da
planta (De Abreu &Mazzafera, 2005). Além disso, sob condicdes de estresse ha uma maior
densidade de glandulas de 6leo devido a reducdo na area foliar, 0 que pode resultar em um
elevado acumulo de OE (Bettaieb et al., 2009). Resultados similares foram encontrados em
outras espécies de plantas cultivadas aromaticas em condicGes de déficit hidrico, como a salsa
(Petroselinum crispum) (Petropoulos et al., 2008) e salvia (Salvia officinalis) (Bettaieb et al.,
2009). Entretanto, o efeito sobre o rendimento do OE pode variar bastante com o tipo, a
intensidade e a duracdo do estresse, podendo aumentar ou diminuir o teor do 6leo essencial.

A anélise quimica por CG/EM identificou 53 compostos no OE obtido das folhas de
Ocimum basilicum submetidos a um déficit hidrico (Tabela 2). Um média de 99,99% de OE
foi identificado e pertencem a cinco classes quimicas: monoterpenos hidrocarbonetos e
oxigenados, sesquiterpenos hidrocarbonetos e oxigenados e os fenilpropandides. Os
compostos majoritarios identificados em todos os tratamentos foram: estragole TC=24,52%;
TMS=4,33%; TSS=15,79%), linalol (TC=18,45%; TMS=10,34%; TSS=14,84%) e o0 eugenol
TC=10,12%; TMS=12,26%; TSS=15,12%). Além desses compostos, foi possivel observar em
porcentagens menores a ocorréncia de 1,8 cineole, cis-a-bergamotene, S-elemene, myrcene,
a-pinene em todos os tratamentos avaliados (Tabela 2). Esses compostos sdo comumente
encontrados no 6leo essencial das folhas de O. basilicum, entretanto a sua composicéo pode
variar em funcdo do gendtipo, local, tipo de cultivo, fatores ambientais e tipo de extracdo
(Padalia et al., 2017).
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Tabela 2. Anélise cromatogréfica realizada por CG/EM dos 06leos essenciais de melissa (Ocimum basilicum L.).) submetidos ao déficit hidrico
(M: Estresse Moderado e S: Estresse Severo) e o controle (C).

Avrea (%) Area (%)
Tratamento Tratamento

Pico? Compostos IRP C M S MI¢ Pico? Compostos IRP C M S MI©
1 a-pinene 902 0,62 0,66 0,79 a,b,c 33 a-guaiene 1405 2,18 2,72 1,12 a,b,c
2 Camphene 903 - - t a,b,c 34 Calarene 1405 t - - a,b,c
3 B-pinene 906 0,65 1,65 0,95 a,c 35 a-humulene 1406 - 1,14 - a,b,c
4 Octen-3-ol 908 t 1,17 t a,b,c 36 Trans-g-farsene 1407 - 2,24 - a,b,c
5 Myrcene 909 2,88 4,06 4,61 ab,c 37 a-amorphene 1408 t - 2,73 a,b,c
6 a-phellandrene 910 t t t ab,c 38 a-muurolene 1409 t - - a,b,c
7 J-carene 1000 - - t a,b,c 39 Germacrene D 1409 t 3,06 t a,b,c
8 a-terpinene 1003 t - t a,b,c 40 B-selinene 1500 0,97 - t a,b,c
9 1,8 cineole 1004 5,33 11,39 7,11 a,b,c 41 Valencene 1501 1,57 - - a,b,c
10 n.i t t t a,c 42 Bicyclogermacrene 1501 t - 1,14 a,b,c
11 Linalool 1101 18,45 10,34 1484 ab,c 43 [-bisabolene 1502 0,53 1,60 - a,b,c
12 Epoxy-ocimene 1101 t 0,90 t ab,c 44 y-cadinene 1502 1,74 4,55 t a,b,c
13 Camphor 1102 5,42 - t a,b,c 45 [S-sesquiphellandrene 1503 t 0,92 t a,b,c
14 Borneol 1103 t - t a,b,c 46 Bicyclo-cis-phellandrene 1504 - - 7,42 a,b,c
15 Terpinen-4-ol 1103 - t t a,b,c 47 J-cadinene 1505 7,58 8,58 - a,b,c
16 a-terpineol 1107 - 3,63 - a,b,c 48 Cis-calamene 1506 t - - a,b,c
17 Estragole 1200 24,52 4,33 15,79 a,b,c 49 a-cadinene 1600 3,82 - - a,b,c
18 Nerol 1205 t - - a,b,c 50 Germacrene B 1604 1,43 2,03 - a,b,c
19 Chavicol 1206 t - - ab,c 51 S-eudesmol 1605 t - t ab,c
20 Trans-anethole 1207 t 4,72 15,18 ab,c 52 a-cadinol 1605 t - t ab,c
21 Bornyl acetate 1208 t t t ab,c 53 a-bisabolol 1607 t - t a,b,c
22 a-cubebene 1303 - 1,47 - ab,c
23 Eugenol 1307 10,12 12,26 15,12 a,b,c
24 Isoledene 1307 1,30 - - ab,c  Total identificado (%) 99,99 100 99,98
25 a-copaene 1307 - - 1,25 a,b,c  Grupos de compostos (%)
26 f-cubebene 1308 - - 2,27 a,b,c  Monoterpenos hidrocarbonetos 4,15 6,37 6,35
27 p-elemene 1309 3,52 4,53 2,32 a,b,c  Monoterpenos oxigenados 29,20 26,26 21,95
28 Methyl eugenol 1400 t 0,39 0,73 ab,c  Sesquiterpenos hidrocarbonetos 32,00 44,50 24,86
29 Cis-eugenol 1401 t - - a,b,c  Sesquiterpenos oxigenados t - t
30 a-gurjunene 1402 t - - a,b,c Fenilpropanoides 34,64 21,70 46,82
31 Cis-a-bergamotene 1404 7,36 11,66 6,61 ab,c  Outros - 1,17 -
32 Trans-caryophyllene 1404 t - - a,b,c Rendimento do OE (%) 0,039 0,146 0,116

“Compostos listados em ordem de eluigéo pela coluna HP-5. *"= indice de retencéo relativo encontrado na literatura em coluna capilar DB5 e comparagio dos
Indices de Retencdo e/ou dos Espectros de Massas com a Literatura (ADAMS, 2007). “MI= Método de Identificacdo baseada na comparacdo com 0s espectros
de massa da espectroteca Wiley 275 libraries. t= tracos. Fonte: Autores.
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O déficit hidrico em plantas medicinais pode alterar a biossintese dos metabolitos
secundarios. Neste trabalho, a Andlise de Coordenadas Principais (PCA) foi aplicada com o
intuito de verificar o comportamento das diferente classes quimicas do OE, quando plantas de
O. basilicum foram submetidas a diferentes niveis de déficit hidrico. A analise de PCA
apresentou uma variancia total de 99,31%, no qual as componentes principais PC1 e PC2
explicam 85.81% e 13.50% da variancia total, respectivamente (Figura 2). Os resultados da
PCA separaram as classes dos compostos do OE de manjericéo de acordo com os tratamentos,
havendo a formacdo de trés grupos distintos (Figura 2). A PCA mostrou que 0s monoterpenos
hidrocarbonetos e sesquiterpenos oxigenados estdo principalmente associados com a regido
do controle do biplot, enquanto 0s monoterpenos oxigenados e 0S sesquiterpernos
hidrocarbonetos estdo na regido do estresse moderado. Os fenilpropanoides foram 0s mais
afetados pelo déficit hidrico e estdo associados a regido de estresse severo (Figura 2 e Tabela
2). Isso mostra que os fenilpropanoides foi a classe de compostos que mais foi afetada pelo

estresse hidrico severo.

Figura 2. Representacdo biplot dos compostos do 6leo essencial (OE) das plantas de Ocimum
basilicum L submetidos a diferentes déficits hidricos de acordo com a Analise de

Componentes Principais (PCA). (C: controle; M:estresse moderado e S: estresse severo).

1.0t
Fenilpropanoides

0.5t

~ Sesquiterpenos Oxigenados

Monoterpenos Hidrocarbonetos

PCA 2 (13.50%)
o
o

g
el g
.
-0.5
Sesquiterpenos Hidrocarbonetos
10 ¢+
-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0 25

PCA1 (85.81%)

Fonte: Autores.
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A ativacdo do metabolismo secundério € de particular importancia quando o estresse a
seca se torna severo (Brunetti et al. 2015; Velikova et al, 2016). O principal responsavel em
aumentar a sintese de metabolitos secundarios sob o estresse hidrico é a provavel inibicdo da
fotossintese e 0 aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por excesso de
oferta de equivalentes redutores. O aumento dos monoterpenos hidrocarbonetos e dos
sesquiterpernos hidrocarbonetos no estresse moderado, sugere que a producdo desses
isoprendides ocorre mesmo em condicdes de estresse, quando a fotossintese &€ quase ou
completamente inibida ou quando o carbono ndo estad disponivel). Isso ocorre porque 0s
isoprendides volateis podem regular as reacfes de formacdo de ROS além de estabilizar a
estrutura da membrana da tilacdide (Velikova et al., 2011). Esses compostos podem ativar
respostas ao estresse oxidativo, pois sdo lipofilicos e podem estabilizar fisicamente as
interacdes hidrofobicas nas membranas celulares, minimizando a peroxidacdo lipidica,
reduzindo o estresse oxidativo e a acumulagdo de ROS (Vickers et al., 2009).

Nesse trabalho observamos que houve uma alteragdo na biossintese dos
fenilpropandides. Entre os fenilpropandides, trans-anethole e eugenol foram os compostos do
OE que apresesentaram um aumento no estresse severo de 1.518% e  49,4%,
respectivamente, enquanto que o estragole reduziu no estresse moderado (Figura 3). Os
compostos methyl-eugenol e cis-eugenol n&o sofreram com o déficit hidrico, uma vez que néo
observamos alteracdes nesses compostos quando submetidos aos diferentes tratamentos. Os
fenilpropandides sdo derivados do &cido transcinamico que é formado a partir do aminoacido
fenilalanina em uma reacdo catalisada pela enzima fenilalanina amonio liase (PAL). A
atividade desta enzima em plantas € aumentada como consequéncia de estresses bioticos e
abioticos e esta relacionada a sintese de fenilpropandides (Dudareva et al., 2013). A atividade
desta enzima em plantas é aumentada como consequéncia de estresses bidticos e abidticos e

esta relacionada a sintese de fenilpropandides (Brunetti et al. 2015; Velikova et al, 2016).
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Figura 3. Heatmap e distancia euclidiana dos fenilpropandides identificados no éleo essencial
(OE) das plantas de Ocimum basilicum L submetidos a diferentes déficits hidricos. (C:

controle; M:estresse moderado e S: estresse severo).
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Fonte: Autores.

4. Concluséao

O presente trabalho mostrou que quando submetida a um nivel maior de estresse
hidrico severo, a planta resulta em uma diminuicdo no desenvolvimento da parte aérea,
diminuiu a massa fresca (g) e altura (cm). O teor relativo de agua diminui com o aumento da
severidade do estresse. Houve um incremento das enzimas antioxidantes APX, SOD e CAT
com o aumento do déficit hidrico. Os diferentes niveis de déficit hidrico aumentaram o
rendimento e influenciou a composicdo quimica, aumentado principalmente 0s
fenilpropanoides quando submetido ao estresse severo. Novos estudos deverdo ser conduzidos
com o intuito de compreender a atividade das enzimas e dos genes responsaveis pela

regulacao da rota de producéao dos fenilpropanoides em situacdes de estresse.
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