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Resumo
O manjericdo apresenta grande importancia devido ao alto teor de substancias bioativas
presentes nas folhas, amplamente utilizada na medicina tradicional e na indUstria farmacéutica.

No entanto, como na maioria das plantas, mudancas fisioldgicas e bioquimicas ocorrem em
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plantas de manjericdo submetidas a seca. A fim de minimizar essas mudancas fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) tem sido utilizado. Este estudo teve como objetivo avaliar o
crescimento e a resposta antioxidante de plantas de manjericao sob déficit hidrico e inoculados
com Clarideoglomus etunicatum. O estudo foi feito em camera de crescimento em plantas de
manjericdo inoculadas com FMAs e submetidas a seca apds 30 dias ap0s o transplante. Mudas
inoculadas com FMA mostraram uma taxa de colonizacdo de 28,66 e 32,79%. Plantas sem a
inoculacdo e submetidas a seca apresentaram reducdo significativa no diametro do caule,
comprimento da parte aérea e raiz e no acimulo de biomassa da parte aérea e sistema radicular.
Com a inoculagdo, houve uma melhora na resposta fisioldgica das plantas sob estresse hidrico,
referente a concentracdo de clorofila e o teor relativo de 4gua. Grandes quantidades de prolina
se acumularam nas folhas inoculadas e sob estresse, 0 que mostra o papel benéfico desse
osmolitos em manjericdo submetido a seca. As enzimas antioxidantes CAT e APX
apresentaram maior atividade nas plantas expostas a seca e inoculadas com FMAS, o que
reduziu o dano da membrana plasmética. A inoculacdo com FMAs em manjericdo regulou
positivamente a sintese de osmolitos e 0 metabolismo antioxidante promovendo tolerancia a
seca.

Palavras-chave: Plantas medicinas; Mudancas no metabolismo; Antioxidantes.

Abstract

Basil shows great importance due to the high content of bioactive substances present in the
leaves, widely used in traditional medicine and the pharmaceutical industry. However, as in
most plants, physiological and biochemical changes occur in drought-prone basil plants.
Arbuscular mycorrhizal fungi (AMFs) have been used to minimize these changes. This study
aimed to evaluate the growth and antioxidant response of basil plants under water deficit and
inoculated with AMFs Clarideoglomus etunicatum. The study was carried out in a growth
chamber on basil plants inoculated with AMFs and subjected to drought after 30 days after
transplantation. Seedlings inoculated with AMF showed a colonization rate of 28.66 and
32.79%. Plants without AMFs inoculation and subjected to drought showed a significant
reduction in stem diameter, shoot and root length, and shoot and root biomass accumulation.
However, inoculation showed improved plant physiological response under water stress,
increasing chlorophyll, and relative water content. Large amounts of proline have accumulated
in the leaves of inoculated AMFs plants and under stress, which shows the beneficial role of
these osmolites in basil subjected to drought. The antioxidant enzymes CAT and APX showed

high activity in plants exposed to drought and inoculated with AMFs, which reduced the plasma
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membrane's damage. AMFs in basil regulated the synthesis of osmolites and antioxidant
metabolism positively, promoting drought tolerance.

Keywords: Medicinal plants; Metabolic changes; Antioxidants.

Resumen

La albahaca tiene una gran importancia debido al alto contenido de sustancias bioactivas
utilizadas en la medicina tradicional y en la industria farmacéutica. Sin embargo, se producen
cambios fisioldgicos y bioquimicos en las plantas sometidas a la sequia. Para minimizar estos
cambios se han utilizado hongos micorrizicos arbusculares (HMA). Este estudio tuvo como
objetivo evaluar el crecimiento y la respuesta antioxidante de plantas de albahaca en situacion
de déficit hidrico e inoculadas con Clarideoglomus etunicatum. El estudio se realiz6 en una
camara de crecimiento sobre plantas de albahaca inoculadas con HMA y sometidas a sequia a
los 30 dias del trasplante. Las plantulas inoculadas con HMA mostraron una tasa de
colonizacion de 28,66 y 32,79%. Las plantas sin inoculacion y sometidas a sequia mostraron
una reduccion significativa en el diametro del tallo, longitud de la parte aérea y raiz y en la
acumulacién de biomasa de la parte aérea y sistema radicular. Con la inoculacién se mejord la
respuesta fisiologica de las plantas bajo estrés hidrico, relacionada con la concentracion de
clorofilay el contenido relativo de agua. Grandes cantidades de prolina acumulados en las hojas
inoculadas y bajo estrés, lo que demuestra el papel beneficioso de estos osmolites en albahaca
presentados a la sequia. Las enzimas antioxidantes CAT y APX mostraron mayor actividad en
plantas expuestas a la sequia e inoculadas con HMA, lo que redujo el dafio de la membrana
plasmaética. La inoculacién con FMA en albahaca regulé positivamente la sintesis de osmolitos
y el metabolismo antioxidante, promoviendo la tolerancia a la sequia.

Palabras clave: Plantas medicinales; Cambios en el metabolismo; Antioxidantes.

1. Introducéo

O Ocimum basilicum L. é uma planta aromatica anual, pertencente a familia Lamiaceae,
popularmente conhecida como manjericdo (Barcelos et al., 2013). Tradicionalmente utilizada
como uma planta medicinal, O. basilicum possui grande potencial na producéo de 6leo essencial
(OE), devido aos compostos aromaticos como o linalool, o 1,8-cineole, o estragol e o eugenol,
além de conter flavondides, alcaloides, saponinas, taninos e outros (Poonkodi, 2016; Umoh et
al., 2020). No ambito medicinal, seu emprego se da por meio de suas partes vegetais como suas

folhas, raizes e o OE, devido as suas propriedades antibacterianas, antiflngicas, tonica,
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vermifuga e antioxidante, no qual é utilizada para a problemas gastricos, bronquite, tosse, otite
e outras afecgdes que acometem o ser humano (Shirazi et al., 2014; Kavoosi et al., 2017; Rubab
etal., 2017).

Dentre os estresses abioticos, o estresse hidrico, condicdo adversa essa que pode ser
ocasionada, por exemplo, em fungédo da baixa ocorréncia das chuvas pode afetar a producéo
vegetal, o rendimento e a composicdo do OE das plantas medicinais (Novello et al., 2020).
Assim, condicbes de seca impedem o crescimento das raizes, o que resulta na reducdo da
absorcéo de agua e nutrientes pelas plantas (Mancosu et al., 2015; Ali et al., 2017). Ademais, 0
déficit hidrico pode causar ainda um conflito entre a conservacdo da agua pela planta e a taxa
de assimilagéo de CO> para producdo de carboidratos (Taiz & Zeiger, 2017). Estes fatores
fazem com que se tenha um baixo ajuste osmatico, causando o fechamento estomatico, reducéo
da condutancia estomatica, reducdo da fotossintese e da transpiracdo, o que consequentemente
leva ao declinio da taxa de crescimento e desenvolvimento vegetal (Silva et al., 2002; Gomes
et al., 2004; Portes et al., 2006; Chai et al., 2015).

O estresse hidrico pode causar uma série de reagdes fisioldgicas e moleculares nas
plantas. Assim, a seca pode causar desequilibrios nas espécies reativas de oxigénio (EROS),
além de perturbar a peroxidagdo lipidica da membrana celular e danificar as membranas
celulares e organelas. O excesso de EROS possui efeito tdxico nas plantas devido ao aumento
do radical aniénico superoxido (Oze-), oxigénio singleto (02), radical hidroxila (OH¢) e de
peroxido de hidrogénio (H202) (Miller et al., 2010). Entretanto, as plantas possuem respostas
protetoras para manter a estabilidade metabolica e assim sobreviver sob estresse ambiental
(Hamurcu et al., 2020; Neto et al., 2020; Vanani et al., 2020). Seu sistema antioxidante é capaz
de produzir uma variedade de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) que sdo ativadas para tentar minimizar e/ou inibir
o0s danos ocorridos durante este processo (Carneiro et al., 2011; EI-Esawi et al., 2017).

Microrganismos benéficos no solo, como os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS),
representam uma das formas promissoras e sustentdveis de melhorar a umidade e as
propriedades do solo, além de aumentar o crescimento e a tolerancia das plantas a seca (Zhang
et al., 2019). Os FMAs estimulam o crescimento vegetal reduzindo os danos causados pelo
estresse hidrico melhorando a sobrevivéncia da planta, uma vez que ha um aumento da absorc¢éo
de &gua, proporcionado pelas hifas fungicas, que funcionam como extensdo do sistema
radicular (Latef et al., 2016; Salam et al., 2017). Desta maneira, o fungo € entdo beneficiado
pelos fotoassimilados das plantas, que permitem o completo ciclo de vida dos FMAs, o qual

ocorre em associacdo com a planta hospedeira (Smith & Read, 2008).
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Os efeitos benéficos dos FMAs tém sido demonstrados em diferentes condicdes e
espécies vegetais, podendo melhorar o desempenho da planta, mudar a relacdo planta-agua e
assim aumentar a produtividade da planta sob estresse hidrico (Ait-EI-Mokhtar et al., 2020;
Golubkina et al., 2020; Gonzalez-Gonzalez et al., 2020). Estudos recentes propuseram
diferentes mecanismos através dos quais os FMASs reduzem os efeitos adversos dos estresses
abioticos. Dentre esses mecanismos, estd 0 aumento da eficiéncia do uso de agua, melhora da
condutancia estomatica e 0 aumento da atividade das enzimas antioxidantes para reduzir o dano
peroxidativo (Duc et al., 2018; Li et al., 2019).

Apesar de diversos trabalhos avaliarem a efetividade dos FMAs frente aos estresses
abioticos em plantas medicinais, poucos estudos em manjericdo sob estresse hidrico foram
conduzidos (Mahdavikia et al., 2019; Mota et al., 2020). Desta forma, este estudo teve como
objetivo investigar como a inoculacdo com o FMA Clarideoglomus etunicatum afetou o
crescimento, a resposta antioxidante e a capacidade de ajuste osmoético de mudas de O.
basilicum submetidas a seca. Compreender a tolerancia a seca e os efeitos dos FMAs em mudas
de O. basilicum sdo importantes para implementar estratégias eficazes para mitigar o impacto

negativo do estresse hidrico no crescimento e producao do manjericéo.

2. Metodologia

2.1 Material vegetal

Estacas de 20 cm de manjericdo (Ocimum basilicum L.) foram transplantadas em vasos
plasticos de policloreto de vinila (PVC) com capacidade de 1 litro, contendo uma mistura de
solo:vermiculita:areia (2:1:1v) autoclavada a 120 °C, duas vezes, em intervalo de 24hrs. Nos
tratamentos que foram utilizados os FMAs, foram inoculados 200 esporos do isolado
Claroideoglomus etunicatum provenientes do banco de Glomales da UNIPAR.

As plantas foram mantidas em camara de crescimento 25+2 °C com intensidade
luminosa de aproximadamente 200 pmol m2s, umidade relativa 60+5% e fotoperiodo 16 horas
de claro/8 horas de escuro, durante um periodo de trinta dias. As plantas foram irrigadas duas
vezes por semana com solucédo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950).

Ap6s 30 dias, deu-se inicio ao estresse hidrico, onde um grupo foi submetido a
deficiéncia hidrica, mediante suspensédo da irrigacao por um periodo de 10 dias, e um grupo foi
diariamente irrigado (controle). Foram utilizados um total de 12 vasos para cada tratamento.
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2.2 Anélises quimicas e microbiologicas do solo

2.2.1 Determinacéo do pH do solo em CaCl2

A determinacdo do pH em cloreto de célcio (CaClz) foi realizada seguindo a
metodologia de Silva (2009). As amostras de solo foram lidas com o auxilio de um pH em um

potenciémetro padronizado.
2.2.2 Densidade de esporos do solo

Os esporos foram extraidos de sub-amostras de 10 g de solo seguindo a metodologia de
peneiramento Umido em malha de 0,710 mm e 0,053 mm (Gerdemann & Nicolson, 1963). Para
a contagem e identificacdo as amostras foram transferidas em placas de Petri e contados sob

microscopio estereoscopio (40X).
2.2.3 Colonizacao radicular em raizes

As raizes do manjericdo foram clareadas em hidroxido de potéssio (KOH) 10% (90 °C
por 1 hora), lavadas e em seguida acidificadas com acido cloridrico (HCI) 5% (90 °C por 30
min.). Em seguida levou-se as raizes para lavar em agua corrente, foi adicionado azul de tripano
0,05% e logo apo6s submetidas em banho-maria (90 °C por 30 min.). As raizes coradas foram
preservadas em solucdo de lactoglicerol, até o das laminas serem montadas para posterior
analise.

A verificagdo de segmentos colonizados foi observada em 3 raizes colocadas em
laminas de vidro, sobrepostas por laminulas de vidro e contados 100 segmentos sob
microscopio estereoscépico (40-100x) para identificacdo do local colonizado (Giovanetti &
Mosse, 1980).

A colonizagdo radicular total por FMAs foi obtida com a seguinte equacdo, para a

obtencéo dos resultados.

Col., = (ArcSenw/Col. (%)/100) . (180 /)

Onde Col.; é a colonizacao total; ArcSen € o inverso de Sen; (%) é a porcentagem; Pi
(m) =3,14.
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2.2.4 Determinacdo da respiracdo basal e quociente metabdlico do solo

A respiracdo basal do solo (RBS) coletado foi determinada segundo metodologia
descrita por Jenkinson e Powlson (1976). Sua determinacdo foi calculada com a seguinte

equacao:

RBS (mg de C — CO2Kg* solo h! = ((vb — va). M.6.1000) / Ps / T)

Em que o RBS é a determinacdo do carbono obtido por meio da respiracdo basal do
solo; vb (mL) é o volume de &cido cloridrico gasto na solucdo controle (branco); va (mL) é o
volume gasto na titulacdo da amostra; M é a molaridade do HCI; Ps (g) é massa de solo seco; e
T é o tempo de incubacdo da amostra em horas.

O quociente metabdlico do solo (qCO-) foi realizado pela razdo entre a respiracao basal
do solo por unidade de carbono da biomassa microbiana do solo (Silva, 2009) calculado por

meio da seguinte formula:

RBS (mg C - CO,.kg™ 1 solo.h™1)
CBM(mg C. kg1 solo)

qCO, (mg C-C0,.g"1CBM.h1) =

Onde qCO- corresponde ao quociente metabdlico do solo; RBS corresponde a
respiracédo basal do solo; CBM corresponde ao carbono da biomassa microbiana do solo.

2.2.5 Determinacdo do carbono da biomassa microbiana do solo

O teor de carbono da biomassa microbiana do solo (CBM) foi realizado pela
metodologia de fumigacgdo-extracdo, proposto por Vance et al. (1987) e Tate et al. (1988). A
evaporacao do cloroférmio dos frascos com as amostras foi realizada conforme proposto por
Brookes et al. (1982) e Witt et al. (2000). O calculo do CBM nos extratos foi determinado coma
seguinte equacéo:

(Vb — Va).M.0,003.V;.10°
Ps.V,

C (mg C kg~ 1solo) =
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Em que o C corresponde ao carbono extraido do solo; Vb (mL) corresponde ao volume
do sulfato ferroso amoniacal gasto na titulagdo da solugdo controle (branco); Va (mL)
corresponde ao volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacdo da amostra; M
corresponde a molaridade do sulfato ferroso amoniacal. V1 corresponde ao volume do extrator
sulfato de potassio utilizado; V2 corresponde a aliquota pipetada do extrato para titulacéo;
0,0033 corresponde ao miliequivalente do carbono; Ps (g) correponde a massa do solo seco. Kc

= 0,4 corresponde ao fator de correcdo adotado por Kaschuk et al. (2010).

2.3 Avaliacbes Agronémicas e Fisiologicas
2.3.1 Andlise de crescimento e clorofila

O comprimento da parte aérea (CPA) e da raiz (CRA) foi medido utilizando uma fita
métrica. A massa fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz (MFRA) foram pesados em balanca

analitica. O didmetro do caule (@ caule) foi medido com um paquimetro digital (Digimess®).

A clorofila foi mensurada utilizando o clorofildmetro CFL 1030 (Falker).

2.3.2 Teor relativo de 4gua

O teor relativo de agua (TRA%) foi determinado utilizando a metodologia proposta por

Rouached et al. (2013), com aa seguinte equagéo (Schonfeld et al., 1988):
TRA%= 100 x (MF-MS) / (MT-MS)

Onde 0 TRA% corresponde ao teor relativo de agua das folhas; MF corresponde a massa
fresca das folhas; MS corresponde a massa seca das folhas; e 0 MT corresponde a massa tdrgida
das folhas
2.3.3 Dano da membrana plasmatica

O dano da membrana plasmatica (DM%) foi realizado utilizando a metodologia

proposta por Silveira et al. (2001), em que o percentual de danos provocados na membrana
plasmética (DM %) das folhas foi calculado com a seguinte equag&o:
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DM % = (L1/L2) x 100

Onde o DM % corresponde ao dano da membrana plasmatica; L1 corresponde a

condutividade elétrica inicial do extrato; e L2 corresponde a condutividade elétrica final.

2.4 Analises Bioquimicas

2.4.1 Atividade enziméatica

Para a determinagdo das enzimas antioxidantes, folhas frescas do manjericéo (0,2 g)
foram pulverizadas com nitrogénio liquido e homogeneizadas em solugdo com tampéo fosfato
de potassio 400mM (pH 7,8); EDTA 10mM; é&cido ascorbico 200mM e 10% de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) utilizando almofariz e pistilo, para ndo degradar as enzimas. O
homogeneizado foi centrifugado em uma centrifuga automatica a 12.000 g por 15 min a 4 °C.
Em seguida, o sobrenadante recolhido foi armazenado em freezer (-20 °C) até 0 momento das
leituras. O extrato obtido foi utilizado para o0s ensaios das enzimas antioxidantes: superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Todos os ensaios foram

realizados com trés repeticdes bioldgicas em triplicata para cada tratamento.

2.4.1.1S0OD (EC 1.15.1.1)

A determinacdo da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi realizada
conforme descrito por Giannopolitis e Ries (1977), onde medido a sua capacidade de inibir a
fotorreducdo do nitrobluetetrazolium (NBT). A leitura das amostras foi realizada a 560 nm em
um espectrofotdmetro Elisa Espectra Max Plus 384 (Molecular Devices®, San Jose, USA), no
qual uma unidade (U) de atividade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para inibir 50% da reducdo do NBT. A atividade da SOD foi expressa por meio de U SOD g
MF min™,

2.4.1.2 CAT (EC 1.11.1.6)
A determinacdo da atividade da enzima catalase (CAT) foi realizada utilizando a

metodologia proposta por Havir e McHale (1987). Sua determinagdo foi realizada em
espectrofotdmetro Elisa Espectra Max Plus 384 (Molecular Devices®, San Jose, USA), em que
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foi observada a degradagéo do H.O2 no intervalo de 1 minuto a 240 nm. A atividade da CAT
foi expressa em pmol H20, gt MF min™ (Anderson et al., 1995).

2413 APX (EC 1.11.1.11)

A determinacdo da atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) foi realizada
seguindo a metodologia proposta por de Nakano e Asada (1981). Sua determinacéo se deu por
meio da degradacdo do H2O> no intervalo de 1 minuto a 290 nm. A atividade enzimatica foi
realizada em espectrofotdmetro Elisa Espectra Max Plus 384 (Molecular Devices®, San Jose,
USA) e expressa em pmol de &cido ascorbico gt MF min™,

2.4.2 Determinacao de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

O DPPH foi determinado utilizando a metodologia de Rufino et al. (2007), em que foi
utilizado 250 mg de folhas frescas. Apds, aliquotas de 0,1 mL dos extratos de cada amostra
foram adicionadas a 3,9 mL da solu¢do de DPPH em metanol (0,06 mM) e agitados em vortex.
Os tubos foram deixados em repouso ao abrigo da luz e apds 30 minutos, a absorbancia lida em
espectrofotdmetro Elisa Espectra Max Plus 384 (Molecular Devices®, San Jose, USA) em 515
nm, em trés repeticGes bioldgicas em triplicata. A porcentagem de sequestro do radical livre
DPPH (%SRL), foi calculado como:

% SRL = [(C-A) / C] x 100
Onde C é a absorbancia do controle e A ¢ a absorbancia das amostras.
2.4.3 Determinacéo da Prolina
Para a determinagdo da prolina foi realizada conforme metodologia de Bates et al.
(1973). Foi montada uma curva padréo (0, 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL) contendo os seguintes
reagentes: prolina, &cido sulfosalicilico, acido niinhidrina e acido acético glacial. Apos, foi
levada ao aquecimento por uma hora e em seguida lidas em espectrofotometro 700 Plus da

marca FEMTO® (S0 Paulo - Brasil), a uma absorbancia de 520 nm. O resultado foi expresso
em ug Prolina/g de massa fresca.

10
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2.5 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2x2, fator 1 (com e sem fungo) e fator 2 (com e sem estresse hidrico). Os
dados foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste
de Duncan (p<0,05), utilizando o programa estatistico SPSS 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). A andlise de componentes principais (ACP) foi realizada para discriminar como cada
um dos parametros avaliados foram infuenciados pelos diferentes tratamentos. Os dados foram
analisados pelo software Statistica v 13.3 (STATSOFT, 2017).

3. Resultados e Discussao

3.1 Densidade de esporos e colonizacéo de raizes de O. basilicum com FMAs submetidas

a seca

O potencial de hidrogénio e pH foram avaliados no solo em que o manjericao estava
cultivado (Tabela 1). O pH do solo ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos, os valores
de pH de aproximadamente 5,5 sdo considerados solos de média acidez e dentro dos valores
preconizados por Sambatti et al. (2003). Quanto as analises microbioldgicas do solo, observou-
se que a densidade de esporos (%) de FMAs foi maior no tratamento com C. etunicatum
juntamente com o estresse hidrico (0,81%) (T4). Essa alta densidade de esporos encontrada
nesse tratamento pode ter ocorrido possivelmente em funcgéo da condicéo atipica em o fungo C.
etunicatum se encontrava, estimulando-o a se reproduzir. O indice de colonizag&o radicular (%)
diferiu estatisticamente entre os tratamentos inoculados com FMAs (T3 e T4), no qual no
tratamento com C. etunicatum e estresse hidrico (T4) a porcentagem de colonizagdo foi de
aproximadamente 14,41% maior do que a inoculagdo na auséncia do estresse (T3).

Os resultados obtidos corresponderam ao esperado, uma vez que os FMAs aumentam a
sua esporulagéo e a sua colonizacdo sob condicGes de estresse, com o intuito de buscar agua e
nutrientes. O micélio extraradical dos FMAs capta dgua diretamente nas pontas das hifas da
matriz do solo e, em seguida, transfere essa agua através do citoplasma do fungo ou camadas
da parede interna para a célula cortical da raiz, sem qualquer obstrucdo da membrana (Allen
2007). A agua dentro das hifas ndo € perdida por causa do paredes hidrofébicas. Desta forma,
esse micélio micorrizico desempenha um papel importante na absor¢éo e transferéncia de agua

para o vegetal sob condices adversas. Segundo Moreira e Siqueira (2006), a restricdo de
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disponibilidade hidrica induz nos microrganismos associados & planta a manifestagdo de
mecanismos de adaptacdo, como a elevacao da esporulagéo e da colonizacdo, pelo fato de estar
sob uma situacao de estresse.

Foi observado diferencas significativas na respiracdo basal do solo (RBS) e no carbono
da biomassa microbiana (CBM). O tratamento com a inoculagdo do FMA (T3) apresentou a
maior média de RBS. Segundo Zangaro et al. (2012), a RBS € especificamente maior quando o
ambiente apresenta atividade micorrizica, mesmo que este se encontre em condicdes de deficit
hidrico. Quanto ao carbono da biomassa (CBM) nos tratamentos em que foi realizada a
inoculagdo dos FMASs (T3 e T4) foi encontrada as maiores médias. O CBM é um indicador de
qualidade do solo, importante para o processo de humificagdo. Nesse caso, os FMAs foram
importantes para manter a qualidade desse solo, pois quanto maior € o valor do CBM, maior
sera a reserva de carbono no solo e menor a perda por decomposic¢ao da matéria organica.

Quanto ao qCOz, o tratamento controle (T1) apresentou um aumento médio de 16,43%
qguando comparado aos demais tratamentos (Tabela 1). Alto valor de qCO2 pode tanto inferir
estresse onde ha uma maior oferta de substrato para respiracao, ou, entdo, quando diante de um
ecossistema imaturo (Pellegrino et al., 2011). Em contrapartida, os menores valores foram
observados nos tratamentos T4 e T3. Os baixos valores de qCO; rizosférico refletem um uso
eficiente dos substratos organicos disponiveis por comunidades microbianas, 0 que tente a

recuperar o solo de qualquer perturbacao sofrida (Anderson 2003).
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Tabela 1. Potencial de hidrogénio (pH (CaCl.)), densidade de esporos do fungo micorrizico arbuscular (FMA) (n° g~ de solo seco) (%), colonizagéo
radicular (%) por FMAs, respiracdo basal do solo (RBS), carbono da biomassa microbiana (CBM) e coeficiente metabdlico (qCO2) do manjericéo

(Ocimum basilicum L.) em resposta ao fungo micorrizico arbusculare Claroideogomus etunicatum, sob estresse hidrico.

Tratamento pH (CaCl) Esporos (%) Col (%) RBS CBM gCO2
T1! 5,50 + 0,08 a? 0,08 £ 0,01c 2,00 £0,32c 0,95+ 0,07b 110,86 + 5,60b 8,80 £ 0,82a
T2 5,44 £+ 0,07a 0,09 £ 0,00c 1,02 +0,20c 0,93 £ 0,05b 91,53 + 8,68b 7,90 £ 0,35ab
T3 5,49 £ 0,06a 0,59 £ 0,06b 28,66 £ 2,69b 1,26 + 0,08a 155,51 £ 10,41a 7,26 £ 0,35ab
T4 5,55 £ 0,06a 0,81 £ 0,06a 32,79 £2,94a 1,09 + 0,05ab 163,26 £ 11,97a 6,97 £ 0,53b

171= Controle — sem déficit hidrico; T2 = Déficit hidrico; T3 = sem déficit hidrico + FMA Claroideogomus etunicatum e T4 = déficit hidrico + Claroideogomus
etunicatum. ?Médias (n=6) seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).
Fonte: Autores.

3.2 Influéncia dos FMAs no crescimento de plantas de manjericdo submetidas ao déficit hidrico

Ao submeter as plantas de manjericdo ao estresse hidrico e sem a inoculacdo dos FMAs (T2) observamos que houve uma redugdo
significativa do crescimento (Tabela 2). No tratamento onde as plantas foram submetidas ao déficit hidrico (T2) apresentou reducdo np diametro
do caule, MFPA, MFR, CPA e CR em 34,25, 76,33, 83,91, 22,21 e 32,50%, respectivamente em relacdo ao controle sem FMAs (T1). A inoculacdo
de FMAs em plantas sob estresse mitigou o efeito deletério da seca no didmetro do caule. Em contrapartida, a presenga dos FMAs em plantas sob
estresse (T4) ndo apresentaram diferencgas significativas nos parametros de MFPA, MFR, CPA e CR, em comparacéo ao controle sem FMAs (T2),
embora foi observado um aumento de 5,41 e 10,06% no CPA e CR, respectivamente.
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O déficit hidrico afeta drasticamente a produtividade das culturas e, os fungos
micorrizicos sdo conhecidos por sua capacidade de promover o crescimento das plantas sob
condicdes estressantes devido ao seu efeito benéfico na raiz, ja que quando em simbiose com a
planta auxiliam na maior absorcdo de dgua e nutrientes, promovem o aumento da fotossintese,
acumulo de osmoprotetores e elevam a produgdo de enzimas antioxidantes (Santander et al.,
2017; Mathur et al., 2019; Al-Arjani et al., 2020). O FMA Glomus intraradices em simbiose
com Ocimum gratissimum sob estresse hidrico, auxiliou no crescimento da parte aérea e do
sistema radicular (Hazzoumi et al., 2015). Resultados semelhantes foram observados por Garcia
et al. (2019), no qual o autor observou que fungos micorrizicos melhoram a absor¢do de 4gua
e nutrientes promovendo um maior crescimento em situagdo de estresse. Desta forma, a
inoculacdo de plantas com FMASs em areas propensas a ocorréncias de estresse hidrico podem

ajudar a melhorar o crescimento da planta.

Tabela 2. Didmetro do caule (@ Caule) (cm), massa fresca da parte area (MFPA) (g), massa
fresca raiz (MFR) (g), comprimento da parte aérea (CPA) (cm) e comprimento da raiz (CR)
(cm) do manjericdo (Ocimum basilicum L.) em resposta ao fungo micorrizico arbuscular

Claroideogomus etunicatum, sob estresse hidrico.

Tratamento @ Caule MFPA MFR CPA CR
T1! 3,97 +0,10a> 8,03+0,66a 1,43+0,18a 2517+0,88a 14,43+ 1,24a
T2 2,61+0,13c 190+0,31c 0,23+0,03b 19,59+1,05bc 9,74+1,11b
T3 3,68+0,12a 4,97+0,690 0,46+0,04b 22,83+1,25ab 14,54+ 1,92a
T4 3,20+0,14b 1,65+0,29c 0,23+0,0lb 20,65+0,62bc 10,72 +1,19b

T1= Controle — sem déficit hidrico, T2=Déficit hidrico, T3= sem déficit hidrico + FMA
Claroideogomus etunicatum e T4= déficit hidrico + Claroideogomus etunicatum. 2Médias (n=6)
seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Fonte: Autores.

3.3 FMAs melhoram as respostas fisioldgicas e antioxidantes de plantas submetidas a seca

Quanto a avaliacdo do indice de clorofila, houve diferenca estatistica somente no
tratamento com estresse hidrico (T2) (Tabela 3). Segundo Cornic e Fresneau (2002) e Hazzoumi
etal. (2015), o estresse hidrico tem um efeito negativo no contetdo de clorofila, no qual ha uma
diminuicdo na fotossintese ocasionado por uma perturbacdo no metabolismo de carbono e de
certas enzimas envolvidas no processo de regulacdo destas reagdes fotossintéticas. As plantas
colonizadas pelos FMAs (T4) apresentaram maior contetdo de clorofila quando comparadas

com as sem FMAS e sob estresse hidrico (T2) (Tabela 3). Isso pode ser atribuido ao estresse de
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seca, no qual a disponibilidade de agua era minima; portanto, o contetdo clorofila diminuiu
drasticamente (Tabela 3). No entanto, no tratamento com FMAs e submetido a seca, devido a
presenca de FMAs, essas plantas podem ter obtido agua através das hifas, exibindo maior
contetdo de clorofila.

O teor realtivo de agua (TRA%) diferiu estatisticamente somente no tratamento com
estresse hidrico (T2), em que apresentou um decréscimo de 213,11% quando comparado ao
controle (T1) e de 191,06% sob condicdo de estresse e com inoculacdo de FMASs (T4) (Tabela
3). Além disso, a inoculacdo de FMAs (T3 e T4) reduziu o dano da membrana (DM%) em
comparagdo com plantas ndo inoculadas (T1 e T2). Plantas de manjericdo submetidas a seca e
sem FMAs (T2) apresentaram significativamente o maior vazamento de eletrélitos do que as
plantas inoculadas com FMAs e sob estresse hidrico (T4). O declinio no acimulo de agua nas
folhas devido ao estresse hidrico leva ao fechamento estomatico, reduzindo a absorcao de gua,
diminuindo o fornecimento de CO além de causar danos da membrana. Neste trabalho, a
presenca dos FMAs protegeu as plantas de manjericdo submetidas ao déficit hidrico. Este
resultado corrobora com o trabalho de Porcel e RuizLozano (2004), onde esses autores
observaram que as plantas com micorrizas apresentam um maior potencial hidrico foliar em
comparagdo com plantas controle e submetidas & seca. A causa provavel do aumento da
captacdo de 4gua em plantas inoculadas com os FMAs pode ser devido a regulagdo estomatica
por meio de sinais hormonais, que de forma indireta aumenta a absorcdo de fosfato e outros
nutrientes, ocasionando um maior ajuste osmotico e alta condutividade hidraulica de raiz do
que plantas ndo inoculadas com as micorrizas (Zhu et al., 2012).

A melhor eliminacdo de radicais (DPPH) foi obtida com a inoculagdo com C.
etunicatum (T3), com um acréscimo de aproximadamente 14,22% em relacdo ao controle
(Tabela 3). Mesmo quando a planta de manjericdo foi submetida a seca (T4) observa-se que
houve um aumento da atividade antioxidante em relacdo ao controle sem FMAs (T2). Os
resultados desse estudo estdo de acordo com os resultados encontrados em geranio
(Pelargonium graveolens L.) (Amiri et al., 2017) e patchouli (Pogostemon patchouli) (Selvaraj
et al., 2009). Uma maior atividade antioxidante em plantas colonizadas com FMAs pode estar
relacionada a uma melhoria da nutricdo e do crescimento das plantas (Maya & Matsubara,
2013). Além disso, plantas inoculadas apresentam uma maior quantidade de flavonodides e
compostos fendlicos que exibem uma correlacdo positiva com a atividade antioxidante, o que
pode refletir em respostas de defesa sob condi¢des adversas (Maya & Matsubara, 2013; Amiri
etal., 2017).
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Tabela 3. indice de clorofila, teor relativo de adgua (TRA%), dano da membrana (DM%) e
atividade antioxidante DPPH (%) do manjericdo (Ocimum basilicum L.) em resposta ao fungo

micorrizico arbuscular Claroideogomus etunicatum, sob estresse hidrico.

Tratamento Clorofila TRA% DM% DPPH (%)
T1! 34,93+0,04a> 76,05+3,29a  14,09+0,03c 4,84 +0,10b
T2 29,69+117b  24,40+5,11b  71,60%0,09a 4,75+0,15b
T3 35,72+0,0la 79,67+492a  14,92+0,08c 5,54 +0,64a
T4 32,24+113a  71,02+242a  67,35+1,15b 4,95+ 0,084b

T1= Controle — sem déficit hidrico; T2=Déficit hidrico; T3= — sem déficit hidrico + FMA
Claroideogomus etunicatum e T4= déficit hidrico + Claroideogomus etunicatum. 2Médias (n=6)
seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Fonte: Autores.

A enzima SOD teve a sua atividade reduzida nas folhas das plantas sob déficit hidrico
ndo mostrando diferenca significativa em plantas inoculadas (T4) ou ndo com os FMASs (T2)
(Figura 1A). Entretanto, as enzimas CAT e APX foram significativamente maiores nas plantas
de O. basiculum sob estresse e inoculadas com FMAs (T4) do que em plantas ndo inoculadas
(T2) (Figura 1B e C). A inoculagdo pelos FMAs estimulou a atividade da CAT e APX em
51,1% e 26,2%, respectivamente, nas plantas no tratamento T4 em relacdo a T2. Esses
resultados indicam que os FMAs diminuem o potencial de dano oxidativo por meio do aumento
da regulacdo enzimética do sistema antioxidante nessas plantas.

Além disso, o aumento do metabolismo antioxidante, melhorou a estabilidade da
membrana plasmatica no qual mostrou uma redugéo de 6,07% de danos a membrana celular ao
compararmos o tratamento T4 com as plantas do T2. Isso mostra que as plantas inoculadas com
FMAs sofreram menos com o estresse hidrico devido ao papel dos fungos micorrizicos
melhorarem o teor relativo de &gua e/ou aumentar as atividades das enzimas antioxidantes
(SOD, CAT e APX) envolvidas na eliminacdo de EROs. As enzimas antioxidantes participam
de forma sequencial contra o estresse oxidativo induzido pela seca. SOD atua como primeira
linha de defesa, eliminando radicais superoxidos em agua e perdxido de hidrogénio (Moustaka
et al., 2015). O peroxido de hidrogénio é convertido em agua e oxigénio por CAT ou APX
(Caverzan et al., 2016; Ahanger & Aggarwal, 2017). Esses resultados séo consistentes com
estudos relatados anteriormente em outras espécies de plantas (Tyagi et al., 2017; Gholinezhad
et al., 2020).
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Figura 1. Efeito do estresse hidrico nas enzimas SOD (A), CAT (B) e APX (C) em plantas de
Ocimum basilicum L. inoculadas com o FMA Claroideogomus etunicatum (T1= Controle —
sem déficit hidrico; T2 = Déficit hidrico; T3 = sem déficit hidrico + FMA Claroideogomus
etunicatum e T4 = déficit hidrico + Claroideogomus etunicatum). Médias (n=3) seguidas da

mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).
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Fonte: Autores.

A prolina aumentou significativamente nas folhas das plantas de O. basilicum
inoculadas com FMAs em condicdes de estresse hidrico (T4) (Figura 2). O estresse hidrico
desencadeou a sintese de prolina em plantas ndo inoculadas (T2), mas sua sintese foi aumentada
pela inoculacdo de FMAs (T4) (Figura 2). Resultados semelhantes foram encontrados por
Yooyongwech et al. (2013), Zhang et al. (2019) e Tisarum et al. (2019) que relataram um
aumento de prolina no tratamento com FMASs, no qual influenciou a resposta de defesa
osmorregulatdria e melhorou as relacdes hidricas nos tecidos vegetais. Além de seu papel como
osmolito, a prolina contribui para a eliminacdo das EROs, estabilizando estruturas subcelulares
e modulando a homeostase redox celular (Sharma et al., 2011; Kavi Kishor & Sreenivasulu,
2014; Lei etal., 2016). Neste estudo, os FMAs induziram o acumulo de prolina, o que corrobora

seu papel benéfico no crescimento do manjericdo submetido a seca.
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Figura 2. Efeito do estresse hidrico no teor de prolina em plantas de Ocimum basilicum L.
inoculadas com FMA Claroideogomus etunicatum (T1 = Controle — sem déficit hidrico; T2 =
Déficit hidrico; T3 = sem déficit hidrico + FMA Claroideogomus etunicatum e T4 = déficit
hidrico + Claroideogomus etunicatum). Médias (n=3) seguidas da mesma letra, na coluna, néo

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

Para avaliar a contribuicdo de cada parametro estudado em plantas de manjericdo
inoculadas com FMAs ou ndo e em condi¢des de estresse hidrico ou ndo, realizou-se a analise
de componentes principais (ACP) utilizando os parametros agronémicos, microbiolégicos,
fisioldgicos e bioquimicos. A analise de ACP apresentou uma variancia total de 81,77%, no
qual as componentes principais PC1 e PC2 explicam 50,38% e 31,39% da variancia total,
respectivamente (Figura 3A). Entre os parametros avaliados, prolina, pH, colonizagdo, CBM,
RBS e APX foram associados positivamente com o tratamento sob estresse e inoculado com
FMAs (T4). DPPH, TRA, esporos, CPA, MFPA e SOD, foram positivamente correlacionados
com a inoculagdo com C. etunicatum (T3) (Figura 3A e B). Esses resultados sugerem que a
inoculagdo com FMAs em manjericdo regularam positivamente a sintese de osmdlitos (prolina)
e a acdo combinada dos sistemas antioxidantes enzimaticos (APX e SOD) e ndo enzimatico
(DPPH), o que poderia proteger as membranas celulares do excesso de EROs gerados devido
ao estresse hidrico, promovendo tolerancia a seca e consequentemente o aumento do

crescimento da planta em situacOes adversas.
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Figura 3. Representacgdo biplot dos tratamentos em fungéo dos pardmetros analisados de acordo
com a analise de componentes principais (PCA). T1: Controle — sem déficit hidrico; T2: Déficit
hidrico; T3: — sem déficit hidrico + Claroideoglomus etunicatum e T4: Déficit hidrico +
Claroideoglomus etunicatum. pH= Potencial de hidrogénio (pH (CaCl,); Esporo= densidade de
esporos do fungo micorrizico arbuscular (FMA); colonizagdo=colonizacdo radicular por
FMAs; CBM=

QCO2=coeficiente metabdlico; MFPA= massa fresca da parte area; MFR= massa fresca raiz;

RBS=respiragdo basal do solo; carbono da biomassa microbiana;
CPA=comprimento da parte aérea; CR=comprimento da raiz; clorofila= indice de clorofila,
TRA= teor relativo de 4gua; DM=dano da membrana; DPPH= atividade antioxidante 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH); SOD=superdxido dismutase; CAT = APX=

ascorbato peroxidase e Prolina=prolina.
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4. Concluséao

Em conclusao, a atividade de FMAS nas plantas de manjericdo demonstrou de maneira
geral ser benéfica quanto a sua protecdo ao estresse hidrico, em que isso pode ser averiguado
diante das andlises de solo (densidade de esporos, colonizacdo radicular, RBS e CBM), nos
parametros fisioldgicos (diametro do caule, contetdo de clorofila e DM%) e no sistema
antioxidante (DPPH, CAT, APX e prolina). Apesar da presenca de &gua no ambiente de cultivo
ter se mostrado escassa, 0s microrganismos foram efetivos em mitigar os efeitos do estresse.
Um dos fatores para tal adaptacdo das plantas nesse local pode ter se dado em decorréncia de

gue, quando em simbiose com as raizes do manjericdo, os FMAs podem ter promovido maior
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absorcdo de agua e nutrientes, o que auxiliou na melhora do seu ajuste osmético, na producéo
de sua clorofila e consequentemente no aumento da sua atividade antioxidante, auxiliando dessa
maneira no aumento da sobrevida das plantas no ambiente em questdo. Assim, vé-se a
importancia de se utilizar os FMAs na agricultura em condi¢cGes ambientais adversas, em
decorréncia de ndo somente melhorar os aspectos de crescimento, mas ainda ajudar quanto a
protecdo aos danos ocasionados por estes fatores. Novos estudos deverdo ser conduzidos com
intuito de testar diferentes espécies de FMAs, além de explorar o uso de fertilizantes biologicos
fangicos de micorrizas arbusculares para melhorar a producdo de plantas medicinais em

ambientes que podem ocorrer situagdes de estresses abioticos.
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