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RESUMO

A é&gua destinada para irrigagcdo torna-se cada vez mais limitada,
sendo necessario a busca de fontes alternativas de agua para a situacdo de escassez ha
agricultura. Uma das alternativas eficazes € o reaproveitamento da agua de reuso tratada,
principalmente em regides onde a escassez e a ma distribuicdo de agua tornam-se fatores
limitantes a0 seu uso. No setor agricola mundia, o aproveitamento da agua de reuso na
irrigagédo das plantas, tem demonstrado importancia econdmica, agrondmica e ambiental. A
agua de reuso € conhecida como de baixa qudidade, devido as atas concentracfes sainas,
entretanto, a maioria dessas aguas € rica em elementos minerais que sd0 essenciais para o
desenvolvimento do vegetal e outros potencialmente fitotdxicos. Quando utilizada para
fins agricolas pode trazer beneficios econdmicos, todavia, o efeito que estes elementos
presentes na agua podem causar no desenvolvimento das plantas vai depender do
tratamento da &gua, da sua origem e datolerancia da espécie a ser estudada. Diante disso, 0
presente estudo verificou os efeitos nutricionais, osméticos e ou salinos, derivados da &gua
de reuso, sobre aresposta bioquimica e fisiolégica na planta de Ocimum basilicum L. Para
o plantio, foram utilizadas sementes da cv. Genovese conhecida como manjericdo dafolha
larga que gpresenta grande interesse comercial e medicinal na producdo do 6leo essencial.
Os tratamentos aplicados foram: T1- Agua deionizada; T2- Agua deionizada com NaCl (15
mM); T3- Agua de reuso tratada captada da ETE — SABESP e Ozonizada e T4- Agua
deionizada com NaCl (30 mM) via gotejamento em diferentes épocas de amostragem. Os
parémetros de relagdes hidricas, biometria, trocas gasosas e IRC ndo foram afetados pela
irrigacdo com agua de reuso, diferentemente dos tratamentos salinos que reduziram o
potencial hidrico, MSF e MST. A andlises bioguimicas indicaram que apenas 0s
tratamentos salinos ativaram as enzimas relacionadas ao sistema de resposta antioxidativo.
As plantas irrigadas com agua de reuso e 15 mM de NaCl responderam com aumento no

rendimento do 6leo essencial nas folhas e maior producdo por planta. Em termos



qualitativos, a andise dos componentes do 6leo revelou que a &ua de reuso e 0s
tratamentos salinos ndo ateraram a composicdo quimica padrdo do 6leo essencia da
espécie. A égua de reuso ndo provocou danos na permeabilidade das membranas que
indicasse estresse salino. Estes resultados demostram que a agua de reuso ndo promoveu
guaisquer perdas agrondmicas a cultura, e desde que manegjada adequadamente, pode ser
uma alternativa para a irrigagdo de O. basilicum L. Entretanto, o conhecimento de sua

fonte, bem como sua composi¢ao quimica, S0 essenciais para o uso com fins agricola.

Palavras chaves: Salinidade, efluente, medicinal, 6leo essencial, planta aromatica.
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SUMMARY

The water used for irrigation becomes increasingly restricted,
making it necessary to try alternative sources of water in case of shortage in agriculture.
One effective dternative is the reuse of treated wastewater, especially in regions where the
shortage and misdistribution of water make limiting factors to its use. In the global
agricultural sector, the use of wastewater for irrigation of plants has been important
economically, agronomically and environmentally. The reuse of water is known as low
quality, due to high and potentialy phytotoxic elements, and concentrations of salt,
however, most of this water is rich in mineral elements, which are essential for the
development of the vegetable. When used for agricultural purposes, it can bring economic
benefits, nevertheless, the effect that these elements can cause in the growth of plants will
depend on the water treatment, its origin and the tolerance of species to be studied. Thus,
the nutritional, osmotic or saline effects, derived from wastewater on the biochemical and
physiological response in Ocimum basilicum L. were analyzed in this current study. For
planting, cv. Genovese seeds were used. This cultivar is known as broad leaf basil, which
has great commercial and medicinal interests for its essential oil production. The applied
treatments were: T1 deionized water; T2 deionized water with NaCl (15 mM); T3
wastewater drawn from the ETE — SABESP, afterwards ozonized, and T4 deionized water
with NaCl (30 mM), the treatments were applied via dripping at different sampling times.
The parameters of water relations, biometric, gas exchange and IRC relations were not
affected by irrigation with wastewater, unlike the saline treatments that reduced water
potential, MSF and MST. The biochemical anaysis indicated that only the saline
treatments activated enzymes related to antioxidant response system. Plants irrigated with
wastewater and 15 mM NaCl responded with increase in the essential oil yeld in the leaves
and with higher production per plant. Regarding the quality, the analysis of the oil



components revealed that the wastewater and the saline treatment did not alter chemical
essentia oil the known pattern for this species. The wastewater caused no damage to the
permeability of the membranes to indicate salt stress. These results demongrate that
wastewater did not cause any agronomic loss to the culture, and since managed properly, it
may be an alternative for irrigation of O. basilicum L. However, knowing its source, as

well asits chemical composition, are essential for the use in agricultural purposes.

Keywords: Salinity, effluent, medicinal, essential oil, aromatic plant.



1INTRODUCAO

A utilizacdo da &gua de reuso para irrigacdo agricola, vem
adquirindo uma notavel importancia como forma de aproveitar racionalmente 0s recursos
hidricos ambientais. Uma das vantagens de utilizar esse tipo de &gua na irrigacdo de
plantas é devido a0 seu alto potencial econdmico, nutricional e ambiental. Para consolidar
préatica de irrigacdo é essencial ter evidéncias cientificas sobre seus efeitos no
crescimento e desenvolvimento das plantas, no meio ambiente e na salide publica.

A maioria dos trabalhos de pesquisa que vem sendo readlizados para
otimizar a irrigagd com &agua de reuso, concentram-se em plantas alimenticias e
ornamentais, sendo portanto, menos estudadas aguelas com interesse medicinal como € o
caso da familia das Laminaceas do género Ocimum basilicum L. Este género apresenta
grande potencial agrondmico para producdo e extracdo de 6leo essencial. M uitos trabalhos
visam determinar o rendimento, a producéo, o teor e a composi¢cao do 6leo essencial em
diferentes condigdes ambientais. Por outro lado, sdo poucas informagdes consolidadas
sobre a utilizac8o e resposta dos beneficios da &gua de reuso e da tolerancia a salinidade
para esta epécie.

Uma das probleméticas na utilizacdo da agua de reuso é a grande
variabilidade de suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas. Em vérios estudos
cientificos, a utilizagdo da agua de reuso de origem doméstica para irrigagdo, comprova-se
0 seu efeito benéfico sobre o crescimento e desenvolvimento nas plantas. O seu alto poder
fertilizante permite a conservacdo do solo, além de aumentar a resisténcia a erosdo,

aumenta a concentracdo de matéria orgéanica poss bilitando maior retencéo de aguano solo.



Porém, dependendo da sua origem, tratamento e do sistemade irrigagcdo adotado, a guade
reuso promove o acimulo de elementos pontencialmente tdxicos, organicos e inorganicos
e até mesmo 0 aumento da salinidade em camadas insaturadas no solo.

O excesso de sa presente na agua, pode causar grandes disturbios
no metabolismo vegetal, afetando a absor¢cdo de agua e restringindo a assimilacdo
fotossintética de diéxido de carbono (COy), o que resulta em diminuicdo no crescimento e
perda de produtividade. No entanto, estes efeitos séo resultados combinados de uma
interacdo complexa entre diferentes processos morfolégicos, fisiolégicos e bioguimicos
gue podem agir de diversas maneiras.

Em situaghes de estresse, as plantas séo capazes de desenvolver
mecanismos de toleréncia que incluem alteracOes fisiologicas. Além disso, em nivel
celular, situacbes de estresse como a salinidade, pode induzir a producdo de espécies
reativas de oxigénio que degradam as membranas celulares. Este dano pode ser mensurado
pelo nivel de peroxidacdo de lipideos. Entretanto, existem alguns metabdlitos que auxiliam
na preservacdo das estruturas célulares e na funcionalidade de suas membranas. Entre
estes, destacam-se a prolina, e as enzimas do sistema antioxidativo como a superoxido
dismutase e a catalase que age em conjunto sobre o radical superéxido.

Os diferentes graus de tolerancia a estresses ambientais variam com
a espécie, variedades, condi¢cBes ambientais, substrato, manegjo da irrigagdo, etc. Assim,
torna-se importante o estudo do comportamento agrondémico e fisioldgico das plantas ante
a0 estresse salino e hidrico nas condigdes e forma de cultivo habitual destas espécies
empregadas por produtores de plantas medicinais e arométicas. Também é iguamente
importante conhecer os efeitos nas plantas e 0s mecanismos desenvolvidos por elas para
amenizar os efeitos estressantes.

Ese estudo visa conhecer os efeitos nutricionais, osméticos e ou
salinos, derivado da agua de reuso, sobre a resposta ao comportamento bioguimico e
fisiologico de O. basilicum L., aém de conhecer os beneficios da agua de reuso na

irrigacéo de plantas com fins medicinais e aromaticas.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos da cultura de Ocimum basilicum L.

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) pertence a familia
Lamiaceae, originario do Sudoeste da Asia e Centro da Africa (LABRA et al., 2004;
MINAMI et a., 2007; PEREIRA; MOREIRA, 2011) comumente conhecido por
manjericdo, alfavaca, basilico entre outros. O género Ocimum compreende em torno de
3.200 espécies (BLANK et al., 2010) sendo considereado um dos maiores géneros da
familia Lamiaceae os quais estdo distribuidos pela Asia Tropical, Africa, América Central,
América do Sul e Europa (SOBOTI; POUSHPANGADAN, 1982; KHOSLA; SOBOTI,
2000; LABRA et al., 2004).

Estudos mostram que h4 um grande nlimero de espécies e
variedades importantes do género de Ocimum que sdo conhecidos por terem vérias
propriedades medicinais que sdo: Ocimum tenuiflorum L., Ocimum gratissmum L.,
Ocimumamercanum L., O. basilicum L. entre outros (LABRA et al., 2004; BLANK et d.,
2010; PADALIA; VERMA, 2011). Entre as vérias espécies do género de manjericéo, O.
basilicum L. é considerado o mais importante devido a producéo do 6leo essencial
aromético.

O. basilicum L. (Figura 1) é uma planta herbécea, subarbusto
aromético com alturaentre 30 cm a 1,00 m, caule lenhoso ou sublenhoso, muito ramificado
com flores as quais dependendo da variedade sdo de coloragdo branca, rosea ou lilés,
reunidas em racemos terminais curtos, com comprimento em média de 1,0 cm,

apresentando de 6 a 100 flores na inflorescéncia. Suas folhas séo simples, membranéceas,



com margens onduladas e nervuras salientes de 4 cm a 7 cm, de cor verde a verde clara,
com cheiro forte e ardente, podendo apresentar grande variagdo na forma das folhas e
tamanho das plantas. O fruto € um tetraguénio, com sementes pequenas da cor preta
azulada. A raiz primaria é de forma delgada, hialina e fina (ALBUQUERQUE;
ANDRADE, 1998; ALMEIDA, 2006; MINAMI et al., 2007; PEREIRA; MOREIRA,
2011).

Figural. OcimumbasilicumL. cv. Genovese

2.1.1 Crescimento e desenvolvimento de O. basilicum L.

Segundo Minami et al. (2007) as plantas da cultura do manjericéo,
adapta-se bem em condigdes amenas para quentes e Umidas, ndo tolerando temperaturas
frias ou geada. Para O.basilicum L. o loca de cultivo pode caracterizar em uma planta
perene ou anual, com fotoperiodo de dias longos (PEREIRA; MOREIRA, 2011; JOSE,
2014).

A diversidade de ecossistemas e tipos de solo e clima do Brasil,
possibilitaram a adaptacéo de muitas plantas do género de Ocimum. Esta diversficacéo

edafoclimaticas poderiainterferir no desenvol vimento de espécies nativas ou introduzidas.



Carvalho et a. (2010) descreve que os fatores do ambiente que
mais afetam o crescimento e o desenvolvimento das plantas sdo o fotoperiodo, airradiacéo
luminosa e atemperatura. E os tratos culturais que mais afetam sdo a nutricdo e airrigagdo.

Apesar do manjericdo ser cultivado em diferentes condices
climéticas, regides com climas quentes favorecem o crescimento podendo ser cultivado o
ano todo (PEREIRA; MOREIRA, 2011). Nestas regides, airrigacdo torna-se necessaria de
forma continua, uma vez que, 0 manjericéo € intolerante ao estresse hidrico e a necessdade
hidrica da cultura pode variar dependendo do periodo de crescimento, ciclo fenolégico,
clima, solo, variedade e mangjo (JOSE, 2014).

Outro fator que requer atencdo no cultivo do manjericdo, séo 0s
niveis de irradiacdo solar. Segundo Chang et a. (2008) a alta irradiéncia pode afetar de
forma direta ou indireta na atividade enzimética, fotossintese e nos processos fisioldgicos
das plantas. Os mesmos autores avaliaram diferentes niveis de irradiacdo solar no
crescimento e producdo de 6leo essencial em plantas cultivadas de O.baslicum L. e
descreveram que 0 sombreamento de 75% implicou em menores valores de altura, peso,
area foliar e reducdo da fotossintese. Em pleno sol, observaram um aumento nos teores
relativos de alguns compostos do 6leo essencid (linalol e eugenol), enquanto metil-
eugenol aumentou sob baixairradiancia.

Além dos aspectos citados acima é importante para o cultivo do
manjericdo a adogdo de técnicas que possibilitem incrementar a matéria organica no solo, a
qua exerce efeitos benéficos nas caracterigticas fisicas, quimica e bioldgicas solo,
estimulando o desenvolvimento radicular, contribuindo para a capacidade de retencéo de
agua, além de servir como fonte de reserva nutricional de macro e micronutrientes para o
equilibrio nutricional das plantas (WALTERS; BINGHAM, 2007; CARVALHO et 4.,
2010) . Leite et a. (2005) e Carvaho (2012), sugerem que o cultivo de plantas medicinais
segja realizado com fertilizantes organicos, para que a planta consiga atingir os valores de
principios ativos esperados.

Na agricultura, aadicdo de nutrientes, particularmente nitrogénio, é
geralmente aplicada para aumentar a producéo de biomassa. Segundo Neto e Lopes (2007)
0s nutrientes afetam ndo somente o metabolismo primério, mas também influenciam a
producéo de diferentes metabdlitos secundérios. Ramos et al. (2004), relata que a adubacéo
organica pode contribuir paraa maior producéo de biomassa e de metabdlitos secundarios.
Alguns autores como Furlan (2000), Chaves (2001) e Silva et d., (2001) em trabalhos com
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O.basilicum L. descrevem que a aplicacdo de nitrogénio aumenta proporcionalmente o
rendimento de biomassa, embora este efeito ndo se correlacione bem com o rendimento do
0leo essencial.

No Brasil, o mango da cultura € conduzido de forma pouco
padronizada, podendo afetar a producdo de biomassa, qualidade e quantidade do 6leo
essencial (FURLAN, 2000). Chaves (2001), sdlienta que grande parte da producéo de

plantas medicinais no Brasil, ndo é tecnificada e sim coletada por extrativismo.
2.1.2 Oleo essencial de O. basilicum L.

Os Oleos essenciais sd0 compostos arométicos, volaes, que
conferem 0 aroma nas plantas, na maioria das vezes congtituida por moléculas de natureza
terpénica, formados principalmente por monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15),
comumente encontrado em folhas e flores e produzido em cavidades especiaizadas
denominados canai s secretores ou tricomas glandulares (BRASIL, 2006; MORAIS, 2006).
Sua concentrag@o pode variar em diferentes 6rgéos da planta em relacdo aos fatores como
solo, clima, periodo do dia e épocas do ano e tipo de adubacdo, podendo apresentar
composicdo quimica, odor e caracteristicas fisico-quimicas significativamente diferentes
(SIMOES; SPITZER, 2004).

Diversas espécies arométicas e medicinais, especialmente a do
género Ocimum, possuem importancia econdmica na obtencdo de 6leo essencial, podendo
ser consumido in natura ou como matéria prima, sendo esta a mais importante na indistria
defragrancias e aromas (PRINS et al., 2010; PEREIRA; MOREIRA, 2011). Segundo Prins
et al. (2010), as industrias de aromas e fragrancias representam um mercado de U$ 18
bilhdes anualmente com aumento de 10% no comércio internacional de 6leo essencial.

Dentre os cultivares de maior aplicacéo nas indUstrias, encontra-se
O.basilicum L. cv. Genovese, conhecido como manjericdo-italiano de folha larga. Uma
das caracteristicas mais valorizadas dessa espécie € producdo do 6leo essencial, utilizado
amplamente na perfumaria, cosméticos, indUstrias farmacéuticas devido a sua agéo
terapéutica, antimicrobiana, antifingica, antioxidante, inseticida e repelente (LABRA et
a., 2004; POLITEO et al., 2007; COSTA et a., 2009; PRINS et a., 2010; TARCHOUNE
et a., 2012 a; AOYAMA et d., 2012). Véarios estudos demonstram a acéo antimicrobiana e
antioxidante do 6leo essencia de O.basilicumL. (LEE et al., 2005; HUSSAIN et al., 2008;
POLITEO et al., 2007). Costa et al. (2009) relata que o 6leo essencial de O. basilicum L.
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foi eficaz na inibicdo do crescimento da bactéria Erwinia carotovora em sua concentragéo
inibitéria minima no nivel de 2%.

O 6leo essencia de O.basilicum L. apresenta diversos congtituintes
de interesse comercial que sdo largamente utilizados pelas industrias e classificados como:
tipo europeu, reunion, cinamato de metila e eugenol. O tipo europeu so obtidos de plantas
de O. basilicum L. tendo como maiores congtituintes linalol e metil-chavicol (MAZUTTI
et al., 2006). Os mesmos autores relatam que hé variagbes nos constituintes mgjoritarios de
planta de Ocimum para outra, pois sdo produzidos por duas rotas bioquimicas diferentes,
sendo a primeira a rota do acido chiquimico (fenilpropandides) sendo os congtituintes
majoritarios 0 metil-chavicol, eugenol, metil-eugenol e cinamato de metila, e a segunda
rota a via do acido mevaénico e metil-eritritol fosfato sendo os constituintes majoritarios
linalol e geraniol. Ha uma grande diversidade em termos quantitativos e qualitativos dos
congtituintes do 6leo essencial de diversas espécies. Vieira et al. (2001) caracterizaram
quimicamente diversas espécies de Ocimum e encontraram mais de 100 compostos
organicos.

Na sintese do 6leo essencial, muitos fatores imponderaveis podem
influenciar na sua producéo. Estes fatores podem ser desde a variedade utilizada, condicdes
climéticas, método de plantio até a época da colheita (LAOCHOWICZ et al., 1997;
BLANK et al., 2010).

2.2 Agua dereuso
2.2.1 Aspecto gerais

A importancia da agua para 0s seres vivos € o resultado de suas
propriedades fisicas e quimicas (NOBEL, 1991). A agua € um fator limitante para o
crescimento e desenvolvimento das plantas, por ser um doador de H*, apds absorvida é
assimilada durante o processo de fotossintese, outra parte se perde durante a transpiracéo.
Em forma liquida, a &gua permite a difusdo e fluxo de massa de solutos tornando-se
essencial para o transporte e distribuicdo de nutrientes e metabdlitos, aém disso é
importante nos vacuolos das células vegetais exercendo uma pressao no protoplasma e na
parede celular, mantendo a turgescéncia em folhas, raizes e outras partes das plantas
(SANCHEZ-DIAZ; AGUIRREOLEA, 1993; TAIZ; ZEIGER, 2013).
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O Brasil € um pais privilegiado em termos de disponibilidade
hidrica, pois em seu territério estéo localizadas as maiores reservas hidricas do planeta.
Entretanto, devido a distancias de algumas bacias hidrogréficas aos centros populacionais,
0 aproveitamento desse recurso torna-se inviavel (MANCUSO; SANTOS, 2003).

O uso eficiente da dgua é um tema de grande importancia para as
necessidades sociais, econdmicas e do meio ambiente. Devido ao crescimento populacional
em areas de pouca disponibilidade hidrica, as contaminacdes, a ma distribuicdo, a falta de
gestdo dos recursos hidricos, regifes que apresentam periodos climéticos extremamente
Secos, a agua tornou-se um fator limitante, especialmente em regides de &ridas e semiaridas
do nordeste brasileiro (DELGADO—DiAZ, 2003; BRESSAN et al., 2012; PEDRERO €t d.,
2012). Devido a esses fatores, a preocupacdo com a qualidade da agua para o
abastecimento, os conceitos de conservacdo ambiental com o desenvolvimento sustentavel,
nos faz pensar em solugdes alternativas para 0 uso recional e eficiente da agua
(MANCUSO; SANTOS, 2003; IFC, 2012; HESPANHOL, 2015).

2.2.3 Utilizacdo da dgua dereuso para irrigacao

Uma das alternativas para amenizar a escassez da &gua seria a
utilizacdo da agua de reuso tratada para fins agricolas. Do ponto de vista ambiental, a
utilizacdo da agua de reuso de origem industrial e doméstica pode ser uma boa estratégia
de gestdo para suprir as necessidades hidricas e nutricionais das plantas (CAPRA;
SCICOLONE, 2004; RODRIGUEZ &t d., 2005).

De acordo com WHO (1989) e Mancuso e Santos (2003), a aguade
reuso gpresenta beneficios econdbmicos para fins agricolas como a minimizagdo das
descargas de esgoto em corpos de agua, dto poder fertilizante do efluente, permite a
conservacdo do solo, aumenta a concentragdo de matéria organica entre outros. Porém,
como desvantagens apresenta concentracbes elevadas de nitrogénio e elementos
potencialmente tdxicos as plantas, dém de apresentar riscos de contaminacdo ao homem e
a0s produtos irrigados por microrgani Smos patogénicos

Apesar das estagOes de tratamento de esgoto — ETE reduzirem o
namero de microrganismos de origem fecal até os niveis de seguranca do ponto de vista do
contato humano, a utilizagdo da agua de reuso ndo esta isenta de riscos de transmissao de

doengas. Westcot (1997), destaca que sua utilizacdo pode acarretar em doengas
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transmissiveis aos seres humanos uma vez que 0s patdgenos presente nesta agua S0
capazes de sobreviver no sistema solo-planta.

No entanto, diversos processos efetivos e confidveis de desinfeccéo
de esgoto s&o utilizados para remog&o de microrganismos patogénicos. Segundo Bressan et
a. (2012), o processo de ozonizagdo € um dos métodos artificiais quimicos mais efetivos
na destruicao de bactérias. Porém, este processo apresenta algumas desvantagens por ser
uma tecnologia mais complexa do que ao processo de cloracdo comumente utilizados nas
ETE.

Diversos fatores agrondmicos podem controlar a transmisséo de
doencgas, como por exemplo: o crescimento da planta, método de irrigacdo empregado,
préticas culturais e de colheita adequadas (FIRME, 2007; CARVALHO et a., 2013).

A escolha do método adequado de irrigagdo das culturas deve ser
também considerada, visando minimizar os riscos a salide humana, bem como o processo
de salinizag&o de solos irrigados com esgoto (HESPANHOL, 2001). O mesmo autor relata
que o método de irrigagdo por gotejamento € o mais indicado para a utilizagdo da agua de
reuso, pois apresenta custo mais elevado e alta eficiéncia do uso da agua que contribui para
o0 aumento da produtividade agricola, embora Dasberg e Bresler (1985) afirmam que a
irrigacdo com agua de reuso por gotejamento ndo forma aerossdis durante 0 momento da
irrigacéo, isso gjuda a reduzir os riscos de contaminagdo microbiolégica para as plantas,
umavez que, airrigacdo localizada evita o contato entre a &gua e as folhas e frutos. Além
disso, Feachem et a. (1983) ressdtam que os agentes microbiolégicos como os virus e as
bactérias, ndo penetram no tecido vegetal exceto se 0 mesmo se encontrar danificado.

Marouelli e Silva (1998) explicam que a &gua contaminada pode
ser utilizada para fins de irrigacdo dentro dos niveis moderados, do tipo de cultura e do
sistema de irrigagdo utilizado. Os mesmos autores ainda salientam que as hortaicas
consumidas cruas como brécolis, couve-flor e as folhosas como aface e chicéria, com
folhas sobrepostas e superficie irregular sdo as que mais favorecem a retencdo e
sobrevivéncia de microrgani smos nelas depositadas pela dgua de irrigagao.

N&o obstante, a dgua de reuso quando empregada num sistema
fechado de irrigacd0 pode ser utilizada para a producdo de hortdicas, frutas, plantas
medicinais e outros tipos de aimentos por apresentar boa quantidade de nutrientes

(CAMARA, 2012) além de reduzir os riscos de contaminaggo.
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Estudos de Brega Filho e Mancuso (2002) indicam que a utilizagéo
da agua de reuso no ambito agricola, pode reduzir a necessidade do uso de fertilizantes,
devido a qualidade desta agua apresentar funcdo nutricional pela fertirrigacdo de muitas
culturas.

Guidolin (2000), cita que a maioria das aguas de reuso tratadas sdo
ricas em elementos minerais essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas,
destacando-se os macronutrientes (N, P e K) e os elementos potencialmente toxicos, como
As, Cd, Cr, Hg, Mo, Ni, Pb, Se e Zn, sendo que aguns destes sd0 essenciais ao
crescimento e outros potencial mente toxicos.

Fonseca (2005) afirma, que a agua de reuso além de substituir
parcidmente a fertilizacdo nitrogenada minera, pode acarretar no aumento da producéo
das culturas. Porém, dependendo das caracteristicas do esgoto (doméstico ou industrial),
quando aprética de irrigacao é utilizada por longos periodos, pode ocorrer um aciimulo de
compostos toxicos, organicos e inorganicos e até mesmo no aumento da sainidade do solo
(HESPANHOL, 2001). Em geral, alguns autores afirmam que para evitar
possbilidade, a irrigacdo deve ser efetuada com esgoto de origem predominantemente
doméstica que geralmente apresenta teores de metais pesados e de compostos organicos
abaixo daqueles considerados fitotoxico (MANCUSO; SANTOS, 2003; BANON et d.,
2011).

2.3 Respostasfisiol6gicas e bioquimicas ao estresse salino
2.3.1 Efeitos gerais da salinidade sobre as plantas

Os efeitos dos sais nas plantas, séo resultado de uma interacéo
complexa entre os diferentes processos morfolégicos, fisiolégicos e bioquimicos
(CAVALCANTI et d., 2010; FLOWERS et d., 2010).

O excesso de sais presentes no solo ou na agua utilizada para
irrigagcdo, pode acarretar em mudangas no desenvolvimento da planta. Prisco e Gomes
Filho (2010) afirmam que estas mudangas ocorrem em uma escala tempora alterando
inicialmente a absor¢éo de &gua e nutrientes pelas raizes. Os mesmos autores ainda
afirmam, que estas dteracOes refletem no balanco hidrico e nutricional das plantas,
provocando mudangas no metabolismo, no balango hormonal, nas trocas gasosas e na

producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Todas essas mudancas comprometem a



15

expansdo e divisdo das células, 0 crescimento vegetativo e reprodutivo e a aceleracéo da
senescéncia foliar que posteriormente resulta na morte da planta (MUNNS, 2002;
MUNNS;TESTER, 2008; PRISCO; GOMES FILHO, 2010).

O excesso de sais na agua ou no olo, pode afetar o
desenvolvimento das plantas de diversas maneiras. efeito osmotico: quando a salinidade
dtera o balanco hidrico ocasionando a diminui¢do do potencial hidrico da planta, que,
eventualmente, levara a reducdo na taxa de fotossintese e crescimento (PRISCO, 1980;
BRITO et al., 2010); efeito ibnico especifico: denomina-se quando as concentracdes
salinas s80 superiores a suportada pelas plantas; efeito toxico: que se desenvolve ao longo
do tempo causando o deshalanceamento nutritivo pela absor¢éo ou acimulo de alguns ions
na solucdo do solo como CI, Na' e B podendo provocar danos téxicos nas plantas
(SYERTSEN; SANCHEZ, 2014) e efeito nutricional: ocorre quando alguns ions que sdo
dissolvidos na solugdo do solo afetam a absorgéo o transporte de nutrientes essenciais para
asobrevivéncia das plantas, por exemplo o CI” pode diminuir a absorcdo de NOs e Na', da
mesma forma, 0 K* prejudicando a absorcéo de Ca?* (PRISCO; GOMES FILHO, 2010;
MOTQOS, 2014).

Juntamente com esses estes efeitos, tem sido relatado que a
salinidade pode produzir um estresse oxidativo nas plantas causando a producgéo da ERO
(ESTEVES; SUZUKI, 2008).

Para se adaptar em situagOes de estresse, as plantas sdo capazes de
desenvolver mecanismos de tolerancia que podem variar com o genotipo (CHAVES et dl.,
2002; SHVALEVA et a., 2006). Estes mecanismos incluem alteracbes morfoldgicas,
fisiologicas e algumas caracterigticas edtruturais e fisioldgicas, tais como profundidade do
sistema radicular (VOLAIRE et a., 1998), controle sobre a transpiragdo e inibicdo no
crescimento (CHAVES et d., 2003). Além disso, em nivel celular, a seca prolongada pode
induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (BROETTO et a., 2002) com efeito
devastador para o sistema de membranas celulares. Durante o processo de falta de agua nos
tecidos, aguns metabolitos podem auxiliar as células na preservacéo da integridade
estrutura e funcional de suas membranas. Entre estes, destacam-se a proling, glicina
betaina e alguns aglicares (SMIRNOFF, 1998).

A nivel de atividade fotossintética, muitos autores enfatizam os
efeitos da deficiéncia hidrica e estresse salino sobre diferentes parémetros fisioldgicos
(HERMS; MATTSON, 1992; KRAMER; BOYER, 1995; LARCHER, 1995). Para estes
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autores, 0 estresse progressivo a hivel moderado ou severo afeta a capacidade
fotossintética das plantas. A consequéncia mais imediata seria a interrupgao do suprimento
de CO, com prejuizo no acimulo de matéria seca, vital para o desenvolvimento vegetativo.

No estabelecimento do estresse, a eficiéncia fotossintética pode
eventuamente aumentar porque o fechamento parcial dos estOmatos afeta mas a
transpiracdo do que a absor¢do do CO,. No entanto, a medida que o estresse se torna mais
severo a relacéo entre CO, absorvido na fotossintese e o vapor de agua perdido na
transpiragcdo vai diminuindo e por consequéncia, a inibicdo do metabolismo dafolha vai se
acentuando (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Segundo Rey et al. (1999), em condigdes de estresse salino, ocorre
reducéo na assimilacdo fotossintética de CO, devido a0 aumento da ressténcia a difusdo
do mesmo, em consequéncia do fechamento estomético. A deficiéncia hidrica (DH) severa,
por outro lado, favorece a formacéo de ERO, que danificam as plantas oxidando pigmentos
fotossintéticos, lipideos de membrana, proteinas e acidos nucléicos. Decréscimos nos
teores de clorofila ou proteina podem, portanto, ser sintomas caracteristicos de estresse
oxidativo e tem sido verificado em plantas sob DH (SMIRNOFF, 1995).

Ejert e Tevini (2002) n&o verificaram alteracdo significativa nos
teores de clorofila, proteinas e compostos antioxidantes quando plantas de Allium
schoenoprosum foram submetidas a estresse salino, 0 que segundo os autores, indica
auséncia de estresse oxidativo.

Carvalho (2003), estudando a relagdo entre a disponibilidade de
agua no solo em funcdo do crescimento de Artemisia, afirma que a concentragdo de
clorofila (SPAD) tende a diminuir quando as plantas sdo submetidas & DH, indicando
inicio da senescénciafoliar.

Os diferentes graus de tolerancia a estresses ambientais variam com
a espécie, variedades, condi¢cBes ambientais, substrato, manegjo da irrigag@o, etc. Assim,
torna-se importante o estudo do comportamento agrondémico e fisioldgico das plantas ante
a0 estresse salino e hidrico nas condigdes e forma de cultivo habitual destas espécies
empregadas por produtores de plantas medicinais. Também € igualmente importante
conhecer 0s efeitos nas plantas e 0s mecanismos desenvolvidos por elas para amenizar 0s

efeitos estressantes.
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2.3.2 Toleranciaa salinidade pelas plantas

Como forma de sobreviver a condicdes ambientais com dtas
concentragdes de sais sollveis, as plantas desenvolveram mecanismo de tolerancia a
salinidade (ESTEVES; SUZUKI, 2008; PRISCO; GOMES FILHO, 2010). A toleréncia ao
estresse salino, requer uma série de adaptagdes integradas envolvendo sistemas celulares e
metabolicos (HASEGAWA, 2013). Como j4 relatado, 0 excesso de sais presentes no solo
ou na agua utilizada para irrigacdo, pode acarretar em mudancas no desenvolvimento da
planta. Segundo Flowers et al. (2010) em altas concentragbes salinas, as plantas séo
capazes de se adaptar através da reducdo do potencial osmético dos tecidos. Porém, em
espécies menos tolerantes, o crescimento € afetado em fungéo do acimulo de alguns ions
que causam efeitos tdxicos nas plantas (LEVITT, 1980).

Como forma de se adaptar a sdlinidade, as plantas ativam
mecanismos multiplos, tais como o aumento da capacidade de obter e/ou reter &gua
visando restaurar a homeostase idnica (REJILI et al., 2007). Estes mecanismos de
enfrentamento refletem na reducdo do crescimento (MUNNS; TESTER, 2008), nas
mudangas da parte aérealraiz (TATTINI et a., 2006) e na restricdo da expanséo foliar
(CRAMER, 2002). Esses mecanismos sdo consequéncia de alteragbes metabdlicas e
ateracOes fisioldgicas da permeabilidade das membrana aos ions e &gua (SKERRETT;
TYERMAN, 1994) além do fechamento dos estbmatos, reducdo da transpiracdo e
fotossintese, etc.

Esta resposta adaptativa € controlada por sinais moleculares que
regulam arelagdo com o ambiente externo, tais como mudangas na atividade dos canais de
membrana e transportadores (MUNNS; TESTER, 2008) e a ativagéo e transcri¢éo de genes
cujos efeitos s8o a modificagcdo das vias biosintéticas que resultam em um ajustamento
osmatico e protecdo das estruturas celulares (REJILI et al., 2007).

Em gerd, as respostas ao estresse ambiental sdo complexas porque
esses processos afetam de diversas formas em diferentes partes da planta (BRAY, 1997).
Assim, todos os processos fisiologicos das plantas podem variar em uma situagdo
estressante, embora apenas algumas dessas mudancas conferem resisténcia a planta
(ALEGRE, 2000; HSIAO et d,. 1976). Assim, os avangos das pesquisas neste campo
sugerem que as regpostas ou adaptacOes especificas a um determinado tipo de estresse

representam uma porcentagem pequena em relacdo ao grande nimero de respostas comuns
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a véarios deles. Considere-se que, em condigdes naturais, as plantas estdo sujeitas a
estresses multiplos, embora os efeitos desses fatores diversos ndo tendam a ser aditivos
(SANCHEZ-DIAZ; AGUIRREDEA, 1991; AZCON-BIETO, 1987; CHAPIN et al., 1987).

Quando os fatores estressantes sd0 impostos as plantas, estas
tendem a desenvolver reagdes que podem ser caracterizadas por quatro fases. alarme,
resisténcia, exaustéo (LARCHER, 1995) e regeneracéo segundo Lichtenthaler (1998). Na
primeira fase chamada de alarme, ocorre desvios de fungdo fisiolégica norma como o
desempenho fotossintético, uma diminui¢do da vitalidade, onde os processos catabolicos
predominam sobre os anabdlicos, ocasionando um rapido estresse em plantas que possuem
mecanismos limitados de toleréncia ao estresse.

O estresse desencadeia uma série de eventos em plantas que
comecam com a percepcéo seguida pela transducdo do sinal. Em uma segunda fase
chamada resisténcia, as alteragbes ocorrem em nivel molecular, celular, fisiologica e de
desenvolvimento, permitindo um estédio de resisténcia ou de resposta (fase de retorno), na
gual o organismo se adapta ao fator de estresse comegando com processos de reparo que
induz as plantas a estabelecer novos padrdes fisioldgicos sob novas condi¢bes ambientais
(NIKNAM; MCCOMB, 2000). Porém, se 0 agente estressor aumentar ou permanecer por
um longo periodo ou até mesmo quando ocorrer uma sobrecarga dos mecanismos para
suportar 0 estresse, pode-se esperar 0 estabelecimento de um estado de estresse excessivo
gue ocorre na terceira fase chamada de exaustdo, que provoca danos cronicos e
consequentemente a morte da planta (SALISBURY; ROSS, 1994). No entanto, quando os
fatores de estresses sGo removidos antes do processo de senescéncia, as plantas se
regeneram promovendo novos estados fisioldgicos, esta Ultima fase € chamada de
regeneracdo que foi acrescentada as fases anteriores por Lichtenthaler (1998).

Em gerd, as respostas dadas pelas plantas, dependem da severidade
e duragcdo do estresse, do gendtipo, do estagio de desenvolvimento e sua interagdo com
fatores ambientais. Essa complexidade de fatores faz com que sgja dificil de prever quais
s&0 as respostas das plantas que podem aumentar aresisténcia (ALEGRE, 2000) e quais as
técnicas aternativas de manejo que possam ser utilizadas para amenizar os efeitos

prejudiciais dos sais.
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2.3.3 Estresse oxidativo decorrentedo estresse salino

Nos ultimos anos, compreender o papel da adaptacdo das plantas
em diversos ambientes, tem despertado interesse da pesquisa sobre o metabolismo primario
e secundario e suas alteragbes nas concentragdes de metabdlitos secundérios (DEY;
HARBORNE, 2000).

A adaptacdo das plantas em novos ambientes, exige um equilibrio
homeogtético celular. Esse equilibrio, no entanto, pode oscilar quando a célula ou a planta
€ perturbada pela salinidade que promove a diminui¢do do potencial hidrico (MILLER et
a., 2010). Os mesmos autores ainda relatam que em condi¢des proximas do crescimento
6timo, as espécies reativas de oxigénio (ERO) e antioxidantes sdo produzidas em baixo
nivel em organelas, como os cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, porém, em
situacdes de estresse 0 seu nivel é elevado drasticamente, pois nessas condi¢des a planta
ndo produz antioxidantes suficientes para neutralizar os efeitos deletérios desses oxidantes
(PRISCO; FILHO, 2010). Uma das consequéncias do estresse salino, € a excessiva
producéo ERO (ESTEVES, SUZUKI, 2008).

Os agentes oxidantes so resultantes de uma reducéo parcial do
oxigénio molecular e sdo conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ERO), podendo
ser na forma de oxigénio singleto (*O,). radical hidroxila (OH"), anion superdxido (O,™) e
peroxido de hidrogénio (H20,) (RESENDE et a., 2003; SCANDALIQOS, 2005).

As plantas exibem varias respostas bioquimicas para protecdo
contra agentes oxidantes produzidos durante 0 metabolismo ou induzidos quando as
plantas sdo submetidas a condi¢des ambientais adversas. Porém, em condi¢es normais, as
plantas possuem mecanismos que mantém as ERO em niveis reduzidos (SCANDALIOS,
2005).

Durante a fotossintese, as concentragdes internas de oxigénio sdo
mais elevadas, por isso neste processo metabdlico é que ocorre a maior producéo de ERO
nas células vegetais (MILLER et a., 2010).

As ERO provocam danos celulares, quebra na cadeia do DNA e
oxidacdo de lipidios e proteinas (ARGUIRRE et a., 2005) podendo levar as células a
morte. Este processo de oxidagéo ocorre principal mente em membranas alterando de forma
imediata a permeabilidade seletiva e o efluxo de ions (ALSCHER et a. 1997).
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Dependendo da espécie, as plantas podem apresentar um sistema efetivo para controlar a
acdo deletéria destesradicais.

Além de serem consideradas moléculas toxicas (MITTLER, 2002),
as ERO podem agir como moléculas sinalizadoras que ativam multiplas respostas de
defesa (SOARES; MACHADO, 2007).

Segundo Jubany-Mari et a. (2009) e Miller et al. (2010), o
acumulo de H,0, esta envolvido na reposta de aclimatacdo das plantas a seca e salinidade,
como no fortalecimento celular, sendo necessario para a biossintese de lignina. Atua,
também, como precursor secundéario na ativagdo da hidrolase do acido benzoico, enzima
responsavel pela conversdo do écido benzdico em écido sdlicilico (RESENDE et al., 2003)

No entanto, quando ocorre a superproducéo das espécies reativas
de oxigénio como o perdxido de hidrogénio (H,0,), para que ndo ocorra a morte celular,
mecanismos antioxidantes sdo ativados como, por exemplo, a sintese de enzimas
antioxidativas, dentre elas a enzima superéxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1), a
ascorbato peroxidase (APX, E.C. 1.11.1.11), a catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6), peroxidase
(POX E.C 1.11.1.7) (MITTLER, 2002; RESENDE et a., 2003; FELIPE et al., 2009;
MILLER et al., 2010).

A SOD é uma enzima que catdisa a formagdo do peréxido de
hidrogénio através da dismutacéo de O, a H20, e O, (Figura 2) desempenhando um
papel importante no sstema de defesa antioxidante (SCANDALIOS, 2005; CATANEO et
a., 2005)

A CAT apresenta a funcdo de quebrar o peréxido de hidrogénio
gerado nos peroxissomos durante a fotorrespiracdo, resultando em agua e oxigénio estavel
(Figura 3) (MITTLER, 2002; OZIEMBLOWSKI et d., 2013). Entre as enzimas
degradantes de H,O,, é a Unica que ndo consome equivalentes redutores da célula e que
possui um mecanismo muito eficiente para a remocao do perdxido formado em condicéo
de estresse (SCANDALIQOS, 2005).

Oziemblowski et al. (2013) descreve que dtas concentragOes de
NaCl promovem a producdo de ERO tal como o H,O,, que mesmo em concentragdes
milimolares de H,O,, 0s autores evidenciaram um aumento expressivo na atividade da

enzima CAT.
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Figura 2. Esqguema da agéo das enzimas do sstema de resposta antioxidativo

Em vérias espécies vegetais observou-se uma superexpressao da
aividade da enzima superéxido dismutase (SOD) em respostas a diversos fatores
estressantes (MISZALSKI et a., 1998; BROETTO et d., 2002; PEIXOTO et a., 2005).

Oziemblowski et al. (2013), em estudos com plantas de Baccharis
trimera, evidenciou a ativagdo de enzimas antioxidativas no tratamento com NaCl. Os
mesmos autores relatam que o NaCl, poderia ser utilizado no processo de eliciagdo em
plantas que apresentam potencial para a producéo de metabdlitos secundarios que possuem
aplicagdes na &rea da agricultura e farmacéutica.

A L-prolina € um aminoacido essencial para 0 metabolismo
primério por apresentar uma fungdo de protegdo as plantas em condigdes de estresse.
Estudos tem demonstrado o acimulo de prolina em muitas espécies de plantas em resposta
aos diversos tipos de estresse ambiental (BOSE et al., 2014).

Szabados e Savoure (2009) enfatizam que a prolina atua como uma
molécula de sinalizag&o na expressdo de genes especificos essenciais para a recuperacéo de
plantas em condigdes de estresse, e que, a hiperacumulagéo de prolina tem demonstrado
efeito benéfico na tolerancia a salinidade em diversas espécies haldfitas as quais sdo
capazes de absorver o cloreto de sodio (NaCl). Srinivas e Balasubramanian (1995),
comenta que além da fungdo de gjuste osmdtico, a prolina contribui também para a
estabilizagdo das proteinas, das membranas e do equilibrio redox. Além dessas funcdes, a
prolina apresenta uma caracteristica antioxidante na eliminagdo de ERO atuando como um
inibidor do oxigénio singleto (MATYSIK et a., 2002).

Em sintese, os tecidos vegetais possuem diferentes sisemas de
resposta no controle da producgéo de radicais livres. Devido a sua compartimentalizacdo
especifica nas células, as enzimas e compostos organicos formados em situacéo de estresse
ambiental, respondem de forma especifica conforme as reagbes metabdlicas necessarias

para o crescimento e desenvolvimento das plantas.
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3MATERIAL E METODOS
3.1 Caracterizacdo da area experimental
3.1.1 Local de estudo

A érea experimental esta situada no Departamento de Quimica e
Bioguimica do Instituto de Biociéncias, pertencente a Universidade Estadua Paulista Jdlio
de Mesqguita Filho, Instituto de Biociéncias IB/UNESP, campus de Botucatu, SP, que se
encontra a aproximadamente 840 m de altitude, nas coordenadas geogréficas 22°52'55” de
latitude Sul e 48°26'22" de longitude Oeste.

3.1.2Clima

O clima da regido de Botucatu segundo o método de Koppen é
classificado como clima temperado quente (mesotérmico) e Umido, com inverno seco e
verdo chuvoso, apresentando precipitacdo média anual de 1.428 mm. As maiores
precipitacdes pluviométricas ocorrem entre os meses de dezembro afevereiro, ja a estacdo
seca ocorre entre 0s meses de junho a agosto. Com relacdo a temperatura, no més quente
pode ser superior a22 °C e no més frio inferior a 17 °C, sendo que a média anua para a
regidao € de 20,5 °C. A umidade relativa média anua € de 70% a 75%, no inverno a
umidade diminui entre 20% e 30%, podendo chegar a valores menores que 15% (CUNHA;
MARTINS, 2009).
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3.2 Producéo do material vegetal e condigdes experimentais

Foram utilizadas sementes de O. baslicum L. (cv. Genovese)
popularmente conhecida como Manjericdo da folha larga (Figura 3A), adquiridas na
Empresa ISLA-Po&/RS. A semeadura foi realizada em ambiente protegido na Fazenda
Experimental Lageado em S8 Manuel, pertencente a FCA/UNESP, cultivada em bandejas
aveoladas em poliestireno expandido (EPS) de 104 alveolos com dimensdes de 43,5 x 70
X 7,5 cm e dimensdes por alveolo de 4,5 x 4,5 cm.

O substrato comercial utilizado para a producéo do material vegetal
foi Carolina, com condutividade e étrica (CE) de 1,5 dS m, suplementado com palha de
arroz queimado. As plantas permaneceram em bandejas até a emissdo do primeiro par de
folha verdadeira. Este periodo teve duracéo de 25 dias contados a partir da data de
emergéncia até o transplantio (Figura 3B).

Figura 3. (A) Plantas de Ocimum basilicum L. cv. Genovese e (B) producdo de mudas de
manjericdo utilizadas no experimento

O transplantio das mudas para os vasos, foi realizado no
IB/UNESP em uma estufa agricola com &rea de 59,4 m?, e aturade 3m. As mudas foram
transferidas para vasos pléasticos modelo Citruspot, com dimensdes de 14 x 35,5 x 10,2 cm

e volume aproximadamente de 5 L, contendo substrato constituido por Latossolo Vermelho
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Escuro Distréfico, textura média (Led) (Figura 4), segundo a classificagdo feita por
Carvalho et al. (1983)

Figura4. (A e B) Detalhes do experimento na estufa

3.3 Anélise e condicionamento do Solo

3.3.1 Caracterigtica quimica do solo

O solo utilizado nos vasos como substrato para as plantas, foi
proveniente da Fazenda Experimental Lageado, Gleba Patrulha. A caracterizagdo quimica
do solo foi realizada mediante a andise de amostras compostas coletadas na camada de O -
0,20 m de profundidade. Posteriormente, as amostras de solo foram encaminhadas para o
Departamento de Solos e Recursos Ambientais da FCA/UNESP — Botucatu, SP para a
realizacao das analises quimicas.

Com base nos resultados (Tabela 1), calculou-se a necessidade de
calcario dolomitico para a correcéo do solo, conforme a recomendacéo de adubacéo (RAIJ
et al., 2001).

Tabela 1. Andlise de solo latossolo vermelho distréfico, textura média (Led) — série Gleba
Patrulha, antes da correcdo e fertilizagdo

pH M.O P(resna) Al H+Al K Ca Mg SB CTC V B Cu Fe Mn Zn S
CeCl, gdm® mgdm® e mmolc drm¥------------- I (mg dm®)-------------

4,0 15,0 2,0 10 5% 05 10 10 25 580 4 027 08 260 08 01 14

Condutividade el étrica: 105,5 uScm
Para elevar a saturacdo de bases a V% a 80, foi aplicado calcario

dolomitico (12,25 g/vaso); fosforo (superfosfato simples 8,0 g/vaso); nitrogénio na forma
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de uréa (0,48 g/vaso) e potassio naformade cloreto de potassio (0,50 g/vaso). Como fonte
de micronutrientes, aplicou-se fritas na quantidade de 0,50 g/vaso. Todos esses nutrientes
com excegdo da uréia e cloreto de potassio foram incorporados a0 solo antes do
transplantio, sendo que o nitrogénio e o cloreto de potéssio, foi parcelado com aplicacéo de
cobertura nas vésperas do transplantio para evitar a salinizacgo do solo e a possibilidade de
chogue osmoatico as plantas. Os vasos que receberam o solo peneirado e corrigido, foram
padronizados com 4,200 kg, permanecendo coberto por 60 dias para reacdo de

neutralizacdo.
3.3.2 Curva deretencao de agua no solo

Para se determinar a capacidade do solo em reter &gua, duas
amostras do solo coletadas na profundidade de 0,20 m, foram encaminhadas para o
Departamento de Engenharia Rural da FCA/UNESP — Botucatu, SP. Para determinar a
curva de retencdo de agua no solo foi realizada pelo método da camara de presséo de
Richards para os pontos 10, 30, 50, 100, 300, 500 e 1500 KPa. O gjuste da curva de
retencéo de agua no solo foi realizado pelo modelo proposto por Van Genuchten (1980),
conforme a equagdo (1). Os parametros (6r), (n) e (a) foram estimados com base nos dados
observados de retencdo de agua no solo de sete pontos de acordo com a metodologia de
Dourado Neto et a. (1995) com auxilio do software SWRC versdo 3.0, cujo os pardmetros
de gjustes estdo descritos na Tabela 2. A curva de retencdo de agua e 0s parametros estéo

representados na Figura 5.

Tabela2. Valores do modelo de Van Genuchten na camadade0 a0,20 m

Densidade
Camada or os o m do solo (p)
(m  (em®ecm® (cm®cm?®) (cm™) (g cm®)

0-0,20 0,16 0,453 0,6902 0,2114 2,5968 1,52
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0= or fs — 6r
~ "L+ @ypmDr”

1)

Em que

6 (wm) - umidade volumétrica em funcéo do potencial métrico, cm® cm®;
or - umidade volumétricaresidual do solo, em cm® cm®;

6s - umidade volumétrica do solo saturado, em cm® cm®;

n em - parametros de regressdo da equacdo, adimensionais;

a - parametros com dimensdo igual ao inverso datensdo, em KPal e

wm - potencial matricial de agua no solo, em KPa

0,35
0,30 4
—— 0-20cm

0,25 |

020 4

0.15 A

Teor de agua (cm3icm3)

0,453 0,16
[1+(0,6902 pml) 25768 02114

Bfomaoemy = 0.16 R’=0,99

0,10 4

0,05 L : . . . : :
0 250 500 750 1000 1250 1500

Potencial Matrico KPa

Figura 5. Curva de retencdo de agua no solo, conforme o modelo de Van Genuchten (1980)
solo da gleba patrulha, FCA/UNESP — Botucatu, SP

3.4 Andlise e condicionamento da dgua de reuso
3.4.1 Origem e caracteristica da agua de reuso

A é&gua de reuso (efluente final de esgoto tratado) utilizado no
experimento era proveniente da estagdo de tratamento de esgoto — ETE, da cidade de
Botucatu, SP operada pela SABESP (Companhia de Saneamento Bésico do Estado de S&o
Paulo), localizada na Fazenda Experimental Lageado de Botucatu — FCA pertencente a
UNESP (Figura 6). Esta estac8o recebe &gua residuéria e possui um sistema misto de

tratamento de esgoto composto por um desarenador, seguido de tanque de equalizagéo,
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reator anaerdbico de fluxo ascendente (RAFA/UASB - Upflow Anaerobic Sludge Blanket)
e decantadores primarios e secundérios. ApOs passar pelos sistemas de tratamentos o
efluente final € lancado no Rio Ribeirdo Lavapés caracterizado na classe 1V segundo o
Decreto n° 10.755 de 22 de novembro de 1977 que dispde sobre o enquadramento dos
corpos de &gua receptores na classificagdo prevista no artigo 7° do Decreto n° 8.468, de 8
de setembro de 1976. O Conselho Estadual dos Recursos Hidricos — CRH, referenda a
proposta de ateracdo da classe de qualidade da dgua do Ribeiréo Lavapés de classe 1V
para aclasse |11, conforme estabelecido na Deliberacdo CRH n° 168, de 9 de dezembro de
2014 encaminhada pela Companhia Ambienta do Estado de S&o Paulo (CETESB).

‘Rio Lavapeés

Googk earth

altitude do ponto sdo 1.79 km

Figura 6. Estagdo de Tratamento de Esgotos — ETE, localizada na Fazenda Experimental
Lageado, FCA/UNESP, Campus de Botucatu, SP
Fonte: Googl e Earth (acesso 27/05/2015)

A &gua de reuso foi coletada na saida da ETE e transportada com
uma carreta tanque, tipo chorumera até o Departamento de Quimica e Biogquimica do
IB/UNESP onde foi depositada em um reservatério o qual se encontrava no lado externo
da estufa experimental (Figura 8A).
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3.4.2 Processo de decantacdo, filtragem e ozonizagdo da agua de reuso

Para utilizagco desta &gua como tratamento de irrigacdo nas plantas
de O. basilicum L., a mesma passou por trés processos. decantagdo, filtracdo por areia e
tratamento final por ozbnio (Figura7 e 8).
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Figura?. Processos de tratamento da agua de reuso utilizada nairrigacdo do experimento
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Figura 8. (A) Reservatério de agua de reuso de 1000L e ponto de coleta das amostras; (B)
Filtro com areia; (C) Aparelho de ozonizag&o; (D) Montagem do processo de tratamento da
aguadereuso e (E) Reservatério daaguade reuso ozonizada

3.4.2.1 Decantacdo

ApGs o abastecimento do reservatério, a dgua de reuso “Efluente
Final da ETE”, permaneceu em repouso por sete dias para a decantacdo da biomassa
formada. O reservatério possuia capacidade de armazenamento da dgua de 1000 L, sendo a
profundidade de decantacéo até o nivel do registro de saida da agua de 17 cm (Figura 9).

Em seguida, a agua de reuso decantada, passou pelo processo de filtragcdo por areia.
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Figura 9. Detalhes do reservatorio utilizado para decantagdo da biomassa presente na dgua
dereuso

3.4.2.2 Filtragem

A utilizagdo do processo de filtragem por areia de acordo com o
trabalho realizado por Gobi (2010), teve como objetivo a remogdo dos possivels ovos de
helmintos remanescentes, uma vez que, 0S processos convencionais de tratamento de
esgoto, ndo alcancam os valores na remogdo total recomendados pela Organizagéo
Mundial da Salide - OM S (WHO, 2006).

Para compor o sistema de filtragem, amostras de areia foram
encaminhadas ao Laboratério de Fisica do Solo da FCA/UNESP para a classificagdo
granulométrica. Para o célculo do coeficiente de desuniformidade, utilizou-se a equagéo 2,
em que D60 corresponde ao tamanho da particula passante em 60% da massa da areia, e
D10 a10%.

D60
C =
D10

(2

Os resultados apresentados na (Figura 10), mostra o percentua de
massa acumulada passante, em funcdo do tamanho da particula de areia. De acordo com os
resultados, o didmetro correspondente a 10% do material passante (D10) € de 0,11mm e do

(D60) é de 0,25mm. Isso resulta em um coeficiente de desuniformidade de 2,27%.



Amostra Diametro das peneiras (mm)
2,0 | 1,0 [ 0,5 [ o225 ] 0,45 ]
| g % de arela que passa pela penelra
Arsia fina 1000 | 965 [ 950 [ Pp1.o | 287 |

Curva de classificacdo da camada arenosa

100

Hadrao (maximo & minma)
20 —Curva da areia que passa pela peneira

B0

70

% de areia que passa pela peneira
W
o

0,053 0,11 0,150 0,25 0,50
Diametro da peneira (mm)

31

Figura 10. Porcentagem acumulada passante em funcdo do tamanho de particulade areia

A filtragem da &gua de reuso foi realizada por gravidade, em um

sistema filtrante constituido por um tubo de polipropileno com 370 mm de alturae 150 mm

de didmetro (Figura8B). O mesmo foi composto internamente por 200 mm de areia lavada

em agua corrente por 15h e autoclavada e uma camada de 70 mm de fibra de silicone no

fundo do tubo a fim de evitar a passagem da areia. A atura da lamina de agua de reuso

sobre aareiafoi de aproximandamente de 100 mm (Figura 11).
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3.4.2.3 Ozonizagdo da agua de reuso

ApGs o processo de filtragem, a &gua de reuso passou por um
tratamento final no reator de ozbnio fabricado pea empresa TECNOBRASIL, Botucatu,
SP (Figura 12) visando a eliminag@o da carga microbioldgica.
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TECNOBRASIL

Tecnolegia ¢ Rebstica

Saida de dgua

Figura 12. Demonstracdo interna do aparelho utilizado no processo de ozonizagdo da agua
dereuso

O aparelho possui guste de intensidade de 50% e 100% de
liberagéo de ozonio (Os). Para determinar qua intensidade de liberacgo de Os a utilizar,
foram redizados testes microbioldgicos descritos abaixo no item 3.4.4. Os resultados
comprovaram que a intensidade de 100% de Os liberado, atingiu o nivel de carga
microbioldgica inferior ao estabelecido pela Portaria do Ministério da Salide, N° 2.914 de
12 de dezembro de 2011.

Ap0s a passagem pelo aparelho de 0zonio (Figura8C e 8D), a é&gua
de reuso foi armazenada em um reservatério de 150 L (Figura 8E) para utilizacdo como

tratamento nairrigac&o das plantas de O. basilicum L.
3.4.3 Andlise fisico-quimica da dgua de reuso

Para a andlise dos nutrientes da agua de reuso, amostras foram
coletadas a partir do Ponto de coleta (agua captada do efluente final da ETE) (Figura8A) e
apbs 0 processo de 0zonizagdo, com objetivo de verificar possiveis alteraces nutricionais

da agua.



33

Para andise de metais pesados foi coletada amostra apenas do
ponto de coleta. Em seguida, as amostras foram encaminhadas para CEAQUIM no
Departamento de Quimica e Bioguimica do IB/UNESP para a realizagdo das andlises
Fisico- Quimica de acordo com o Standard Method e para as andlises de metais pesados
encaminhadas para o Departamento de Solos e Recursos Ambientais da FCA/UNESP. Os
resultados obtidos est&o apresentados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Resultado da andlise de nutrientes da adgua de reuso Efluente Final da ETE (0%
de O3) e apbs 0 processo de 0zonizagdo na intensidade de 100% de liberacdo de O3

Par &metros Resultados
0% de O3 100% de O3 Unidades
Aspecto Amardada Amarelada -
Alcalinidade Total 96,1 76,5 mg C.CO; L™
Cor 20 15 -
Célcio 24,9 19,2 mg L™
Cloreto 92,6 90,4 mg L™
Condutividade elétrica 507 432 pScm
Carbono Organico Tota 37,8 30,4 mg L™
Dureza Total 76,0 68,0 mg C,COs L™
Durezade Cécio 62,0 48,0 mg C.CO; L™
Dureza de Magnésio 11,8 16,8 mg C.CO; L™
Ferro Totd 0,12 0,19 mg L™
Fluoreto 0,79 0,77 mg L™
Fosforo Total 2,68 3,64 mg L™
M agnésio 29 4,1 mg L™
Nitrato 33,32 36,81 mgL*
Nitrito 0,04 4,20 mg L™
Nitrogénio Total 12,3 95 mg L™
pH 7,26 6,65 -
Sulfato 73,4 62,9 mgL*
Solidos total dissolvidos 450 448 mg L™

Turbidez 2,04 2,25 NTU




Tabela 4. Resultados da andli se de metais pesados da agua dereuso Efluente Final da ETE

Par ametrosinorganicos

Valor da amostra

Valor méax. per mitido*

----- Mg L gL -

As <31 500
Ba <2 5000
cd <2 200
Pb <30 500
cr <3 100
Hg <2 10
Mo <4 -
Ni <5 2000
Se <35 300
Cu 20 1000
Zn 260 5000

*Valores maximos permitidos pelo CONAMA - Resolucéo n° 430 de 13 maio de 2011.

3.4.4 Analise microbioldgica da agua de reuso

As andlises microbioldgicas das amostras da agua de reuso Efluente

Final da ETE e agua de reuso ozonidada foram encaminhadas para o Departamento de

Micro-Imuno do IB/UNESP, campus de Botucatu, SP.

A qualidade microbiol6gica da agua de reuso utilizada para a

irrigacdo, foi determinada pela contagem do nimero de coliformes totais e coliformes

termotolerantes em amostras com volume de 0,1 L, seguindo a técnica dos Tubos

Multiplos, de acordo com a Portaria do Ministério da Salide, N° 2.914 de 12 de dezembro

de 2011. Os resultados da andlise microbiol 6gica estéo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultado da andise microbiolégica da &gua de reuso captada do efluente final
da ETE e amostras ap0s 0 processo de ozonizagdo. Técnica utilizada de acordo com a
Portaria do Ministério da Saude, N° 2.914 de 12 de dezembro de 2011

) Coliformes Coliformes *\VMP
Aguade Relso Totais Termotolerantes (< 31100 mL)
(NMP/100 mL) (NMP/100 mL)

Al 460 460 ausente
AO 2 93 9,1 ausente
AO3 ausente ausente ausente

Nota

(NMP): NUmero mais provavel.

(*VMP): Vaor méaximo permitido.

(A 1): Aguade refiso captada do ponto de coleta - efluente fina daE.T.E (Sem ozonio).
(AO 2): Agua de retiso ozoni zada com 50% da i ntensi dade do ozoni zador.

(AO 3): Agua de retiso ozonizada com 100% da intensidade do ozonizador.

3.4.5 Contagem de ovos de helmintos na agua de reuso

A deteccdo de ovos de helmintos em amostra da &gua de reuso, foi
realizada no Departamento de Micro-Imuno do IB/UNESP. A contagem dos ovos foi
realizada seguindo o método de Faust (1938) centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco.
Para esta andlise, coletou-se amostras da agua de reuso cgptada no ponto de coleta (Figura
8A) e apds o processo de filtragem pela areia (Figura 8D).

Este método, € analisado em nivel quantitativo, cuja a analise
consiste na determinagéo numérica de ovos de helmintos presentes na aliquota da amostra.
A contagem dos ovos foi realizado no dia do abastecimento do reservatorio e 10 dias apos.

Os resultados encontrado nas |aminas observadas foi Negativo.
3.5 Irrigagéo
3.5.1 Sistema deirrigagao

O sistema de irrigagdo foi por gotejamento, constituido por quatro
sistemas independentes, sendo um para cada tratamento. Cada sistema foi composto por
uma motobomba periférica IDB-35, ¥ CV, utilizada para pressurizagdo do sistema. O
mesmo foi composto por linhas de derivagdo com mangueiras cegas de polietileno (linhas
derivadas) com didmetro de 16mm espacadas 0,40 m. Cada linha possuia 12 gotejadores

PCJ autocompensante espacados a 0,60 m, com vazéo de 8 L h* conectado aum manifolds
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de 4 saidas no qual cada saida era constituida de uma microtubo interligado a um gotejador
tipo flechade 2 L h*, sendo que cada vaso recebeu um gotejador tipo flecha

As linhas de derivagdo foram interligadas a linha principa de
PV C, composta por: registros, filtro de disco de 120 mesh e manémetros para a verificagéo

da pessédo de servigo reguladaa 20 m.c.a (Figura 13).

Figura13. Sistemade irrigacéo e distribuicdo da &gua para as plantas

3.5.2 Teste de uniformidade do sistema

Todos os sistemas de irrigagdo foram submetidos a0 teste de
uniformidade de distribuicdo de &gua no sistema, com pressdo de servico de 20 mca.
Calculou-se o coeficiente de uniformidade de distribuicdo (CUD); foi determinado em
99,51 % (eguagdo 3); o que significa uma excelente uniformidade de distribuicdo segundo
Mantovani (2001).

X
CUD = =22 ,100
X €)

Em que:

CUD - coeficiente de uniformidade de distribuicdo em (%);

X 25 - média dos 25% menores valores de vaz&o coletados (L h™);
X - vazéo média aplicada (L h™).
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3.5.3 Determinacéo da lamina deirrigacdo

As laminas de irrigagcéo foram calculadas com base na capacidade
de agua disponivel do solo (CAD), com valor limite para tensdo no solo de 30 KPa sendo
este valor considerado como ponto critico para cultura (PC) e a capacidade de campo (CC)
de 10 KPa, para a profundidade do sstema radicular (Z) de 150 mm através da equacéo 4,
com turno de irrigacdo variavel seguindo a metodologia de Gomes (2013).

CAD = (CC-PC) x Z 4)

Em que:

CAD - capacidade de agua disponivel (mm);

CC - teor de &gua volumétrico na capacidade de campo (cm?cm’™);
PC - teor de 4gua volumétrico atual (cm® cm™);

Z - profundidade efetiva do sistema radicular (mm)

O manejo dairrigacdo visava manter o teor de agua no solo a 90 %
da capacidade de campo. Para determinagdo do tempo de irrigagdo, utilizou-se os valores

da CAD representado por 1aminade gplicagéo conforme a equagao 5.

La.A
Ti= ( ¢ ) .60
n.q
©)

Em que:
Ti - tempo deirrigagcdo (minuto);
La- l&mina aplicada (mm);
A - &reaocupada por planta (0,09 m?);
n - nUmero de emissores por planta (1);

q - vazéo do gotejador flecha (2,0 L h™).
3.5.4 Monitoramento do solo

Para o monitoramento do teor de agua no solo, utilizou-se o método
de Tensiometria. Foram instalados quatro tensiometros em cada tratamento na

profundidade de 0,20 m, auma disténcia de 0,05 m do caule (Figura 14).
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As leituras foram realizadas com um tensimetro digital entre as 8 e

as10 horas da manha antes da aplicagdo de |lamina de irrigacéo.

Figura 14. Monitoramento de &gua no solo por tensiometria

Os valores das leituras foram convertidos em potencial matricia de
agua no solo (-¥yn) na unidade de KPa, seguindo o modelo descrito por Van Genuchten

(1980), dispostos na Figura 15.

T1- Controle T2 - 15 mM NaCl
350 350
30,0 - 30,0 -
250 - 25,0
2200 - =200 -
2950 e 150 -
10,0 - 10,0 -
50 - 50 -
0.0 0.0
1 2 3 IS 5° 6 1 2 3 IS 5 6
Epocas Epocas
T3 - Agua de reuso T4 - 30 mM NaCl
350 - 35,0
30,0 - 30,0 -
250 1 250 -
g 200 - = 200 -
2150 Z 1520 1
10,0 - 100
3.0 1 50 -
e 1 » o3 IS 5° 6° 00 " 9 3 I 50 6
Epocas Epocas

Figura 15. Monitoramento do potencial matricial de agua no solo (KPa) em diferentes
épocas de amostragem, irrigadas com &gua de reuso e salina. Cada ponto que compde as
épocas de amostragem representa a média de quatro tensidmetro por tratamento em um dia
de leitura.
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Os dados coletados foram uteis para manter todos os tratamentos na
capacidade de campo a 10 KPa, independentemente do tratamento de irrigagéo. As tensdes
foram mantidas entre 10 e 30 KPa. Assim que a tens&o no solo ultrapassava o limite de 10
KPa, determinava-se de acordo com a CAD o volume de &gua a ser aplicado em cada
tratamento. O volume total de é&gua aplicada para cada tratamento durante todo o
experimento foi de:

T1=970,1 litros de &gua deionizada;

T2 = 14458 litros de &gua deionizada com 15mM de NaCl;

T3 =866,7 litros de &gua de reuso ozonizada e

T4 = 1361,9 litros de &gua deionizada com 30 mM de NaCl.

3.6 Fator es ambientais na estufa

Para 0 monitoriamento da temperatura e umidade relativa do ar no
interior da estufa, foi utilizado um termo higrometro digital para coleta dos dados. As
variagbes de temperatura méxima e minima, bem como a umidade relativa foram
registradas durante todo o periodo experimental na estufa, estes dados estéo apresentados
na Figura 16.

Os dados foram obtidos diariamente o que possibilitou calcular o
déficit de pressdo de vapor (DPV). A pressdo de saturacdo de vapor da &gua foi
determinada utilizando-se a equagdo proposta por Tetens (1930), relacionando-se a
diferenca entre pressdo parcial de vapor da &gua e pressdo de saturag@o de vapor da &ua
no ar, conforme a equagéo 6.

Em que:

e, = 06108 .10 (237.54T)
(6)

es= pressdo de saturagdo do vapor de agua (KPa)

T = temperaturado ar ambiente (°C)



A partir da umidade relativa do ar, determinou-se a pressdo parcial

de vapor de &gua, utilizando-se a equacéo 7.

_UR.e,

=
. 100

(7)
Em que:
€, = pressdo parcid de vapor de dgua (KPa)
€= pressao de saturagao do vapor de agua (KPa)
UR = umidade relativa do ar (%)

Utilizando-se a pressdo de vapor de saturagdo e a pressao parcial de
vapor de agua, calculou-se o déficit de pressdo de vapor de &gua, que é a medida da
capacidade de evaporacdo do liquido para o ambiente. O DPV, foi calculado conforme a
equacéo 8.

DPV =&s- e, (8)

Em que:

€= pressao de saturacao do vapor de agua (KPa)

e, = pressdo parcial de vapor de &gua (KPa)

DPV = déficit de pressdo de vapor de &guano ar (KPa)

O DPV no interior da estufa, variou de 2,95 a 4,77 KPa para todas
as épocas amostradas no ano de 2013 (Figura 16).
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Figura 16. Fatores ambientais na estufa. Variagdo da temperatura média, umidade relativa
do ar e déficit de pressdo de vapor de &gua no ar (DPV) durante as épocas de amostragem.
Cada ponto que compde as épocas de amostragem representa um dia de leitura

3.7 Delineamento experimental

O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualisado
(DIC) recomendado para ensaio em casa de vegetagdo (LITTLE; HILLS, 1990). O mesmo
foi constiuindo de 4 tratamentos com 3 repeticdes cada. Cada linha de plantio foi composto
por 48 vasos 0s quais constituiu uma repeticdo, totalizando-se 144 vasos por tratamento.
Cada vaso continha uma planta de O.basilicum L. (Figura 17). Cada linha de plantio foi

composta por duas fileiras de vasos espagadas 0,15m e 0,15m entre vasos nafileira.

9m
d e
T -
T1- dzua deionirada (Controle);
T2- 32, deionizada - 15 mA NacCl
T3- ana de reso ozonizads:
T4-dzua defonizada - 30 mA NaCL
T3R1 TIRI T2R1  T4RI TR TR TIR? TR TIRZ  T2R3 TIRI  TiRI \

Figura17. Esquemailustrativo da &rea experimental.

u 'y
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Considerou-se 0 ensaio como bifatorial com 3 repeticdes, tendo
como fator principal os 4 tratamentos de irrigagdo (Fator 1) que diferem na qualidade da
agua aplicada. O fator secundario, foi composto pelo nimero de épocas de amostragem
(Fator 2), que foi variavel de acordo com cada parémetro avaliado, conforme descrito no

apéndice.
3.7.1 Tratamentos

Foram aplicados quatro tratamentos de irrigagdo com diferentes

qualidades de agua, sendo €les:

T1 - Aguadeionizada (Controle), CE = 0,0000030 dS m™

T2 - Agua deionizada suplementada com 15 mM NaCl, CE = 1,70 dS m?
T3- Agua de reuso ozonizada, CE = 0,709 dS m™*

T4 - Agua deionizada suplementada com 30 mM NaCl, CE = 2,46 dS m*

A aplicagdo dos tratamentos iniciou-se aos 64 dias apds a
semeadura, quando 50% das plantas atingiram a fase de florescimento.

No presente estudo, ndo houve a necessidade de pulverizacéo de
produtos quimicos para o controle fitossanitario, pois ndo foram constatados nenhum dano

causado por praga ou doenca que fosse significativo para a aplicacéo do mesmo.
3.7.2 Epocas de amostragem

A semeadura de O.basilicum L. foi realizada no dia 26/12/2012. A
emissdo do primeiro par de folha verdadeira (Emergéncia) foi no dia 03/01/2013. O
transplantio das mudas para os vasos foi realizado no dia 19/01/2013. O inicio da aplicacéo
dos tratamentos com diferentes qualidades de agua, foi realizado no dltimo dia da 12 época
27/02/2013 apds as avaliagbes, sendo que nesta época ndo houve aplicacdo dos
tratamentos. O término da 22 época foi no dia 07/03/2013; da 32 época no dia 13/03/2013;
da 42 época no dia 21/03/2013; da 52 época no dia 28/03/2013 e da 62 época no dia
04/04/2013 (Apéndice 1).



No periodo da semeadura até o transplantio das mudas, as plantas
foram irrigadas com &gua do abastecimento publico. Apos o transplantio, as plantas foram

irrigadas com &gua deionizada até o0 momento da aplicacéo dos tratamentos.
3.8 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos nas avaliagdes de campo e de laboratério
foram submetidos a andlise de variancia e quando apontada significancia pelo teste F, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% e 1% de significancia, utilizando o
programa estatistico ASSISTAT 7.6 beta (SILVA, 2009).

3.9 Parametros avaliados
3.9.1 Relacles hidricas
3.9.1.1 Determinacdo do potencial hidrico

O potencid hidrico foliar (wy) que refere-se a energia livre da agua
presente nos tecidos foliares, foi determinado utilizando-se uma camara de pressdo (SAPS
Il - Sysem Analysis of Plant Stress, mod. 3115) (Figura 18) seguindo a técnica descrita
por Scholander et a. (1965), este método especifico determina a forga de retencdo da &gua
nos vasos do xilema. As medidas do (w) foram realizadas em 6 plantas por tratamento,
sendo 2 plantas por repeticdo, antes do amanhecer (pre-daw), no hérario iso-hidrico, no
qual, o potencial da agua na planta encontra-se no seu estado mais elevado. O objetivo
deste estudo ndo € promover estresse hidrico em fungdo da lamina de irrigacéo aplicada,
mas monitorar os efeitos dos tratamentos aplicados sobre o potencia hidrico (vy) das
plantas. Paraisso, 0 solo foi irrigado até a capacidade de campo 12 horas antes das leituras
do (ww). Durante as leituras padronizou-se a coleta da folha do tergo médio da planta, para
posterior andlise.

As folhas coletadas foram rapidamente colocadas na cémara de
pressdo onde aplicou-se uma pressao crescente utilizando-se gas dinitrogénio (N2) até que
ocorresse a exsudagdo do xilema pelo corte feito no peciolo da folha, neste momento foi
readlizado as leituras em bar. A pressdo necessdria para a exsudagcdo da seiva foi

considerada como igual a presséo de retencdo da dgua no xilema das plantas, porém com o



sinal contrario. As leituras obtidas foram convertidas para KPa conforme sistema

internacional de unidades.

Figura 18. Camara de pressdo modelo SAPS Il - Sysem Analysis of Plant Stress, mod.
3115

3.9.1.2 Determinagdo do contetido relativo de dgua (CRA)

Como forma de avaliar 0 gjuste osmético nos tecidos vegetais sob
estresse hidrico, foi analisado o contelido relativo de agua (CRA) em 30 discos foliares
com diametro 1cm? que foram cortados do terco médio de 3 plantas por tratamento, sendo
1 por repeticéo .

Apbs o corte os discos foram pesados para determinacdo da Massa
Fresca (MF) em seguida, foram imersos em &gua degtilada e mantidas no escuro para
hidratacgo (Figura 19). Apds 24 h submersos, os discos foram rapidamente secos com um
papel absorvente e pesados para determinacdo do peso tlrgido. Outra determinacéo
realizada foi a Massa Seca (M S), obtida pela pesagem dos discos apds a secagem em estufa
a50°C até atingirem um peso constante.



Figura 19. Preparacdo dos discos foliares de Ocimum basilicum L. submersos em agua
destilada para andlise de CRA

O célculo do CRA foi determinado de acordo com Barrs (1968) a

partir da seguinte expressao 9:
CRA =[(MF-MS)/ (MS- MT)] * 100 onde: 9)

Massa Fresca (MF), que corresponde a massa fresca da folha no
momento da coleta; Massa Turgida (M T) € a massa tlrgida das folhas apds a saturacdo em
agua destilada mantidas no escuro por 24 horas, Massa Seca (MS), € a massa das folhas

apos a secagem em estufa a 50°C até o peso constante.
3.9.2 Variaveisfisicas do solo

Para investigar a salinidade do solo na cultura de O.basilicum L. ,
0s vasos foram a eatoriamente amostrados e 0 monitoramento das variaveis fisicas do solo
foi realizado em 9 plantas por tratamento, sendo 3 plantas por repeticdo antes da irrigagéo
diéria dos vasos.

As medidas foram mensuradas com o equipamento portétil Sensor
WET-2-K1 (Delta T) (Figura 20), que mede trés propriedades do solo: Umidade do solo
(%), Condutividade elétrica (CE mSm™) e Temperatura (°C).
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Figura 20. Sensor WET-2-K1 (Delta T) utilizado no experimento

3.9.3 Parametros de cr escimento e biomassa

Para a andlise dos parametros de crescimento e biomassa foram
avaliadas 6 plantas por tratamento, sendo 2 plantas por repeticéo.

3.9.3.1 Altura das plantas

A altura das plantas foi medida com auxilio de uma fita métrica

graduada em cm, apartir do nivel do solo até o dpice da planta.
3.9.3.2 Diametro do caule

O diémetro do caule em mm, foi medido préximo ao colo da planta
com auxilio de um paguimetro digital.

3.9.3.3 Areafoliar

Para a andlise da areafoliar foram coletadas todas as folhas de cada
planta, que posteriormente tiveram sua &reas mensuradas por um integrador de érea foliar
modelo LICOR LI- 3000 (Figura 21). Os resultados foram expressos em m? planta e apds
aandlise, contabilizou-se 0 nimero total de folhas por planta.
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Figura21. Medidor de areafoliar LICOR LI-3000

3.9.3.4 Biomassa vegetal

A fim de verificar a massa da matéria fresca (MMF) e massa da
matéria seca (MMS) do material vegetal expresso em g planta®, foram analisados os
seguintes parametros. Massa fresca de folha (MFF); Massa fresca de caule (MFC); Massa
seca de folha (M SF); Massa seca do caule (MSC) e Massa secadaraiz (MSR).

Esta andlise foi realizada com o objetivo de avaliar a produtividade
da biomassa vegetal total. Para esta determinagéo, o material foi acondicionado em sacos
de papd e apos a pesagem da matéria fresca, foram mantidos em estufa com circulacéo de

ar a30°C £ 5 até atingirem 0 peso constante, para posterior medidadaMMS.
3.9.3.5 indices de crescimento

Baseado nos dados observados para biomassa vegetal dos
diferentes 6rgdos vegetais e &ea foliar, realizou-se um estudo de alocagdo por indices de
crescimento. Estes indices permitem avaliar fragdes de biomassa investidos em diferentes
partes da planta o que pode refletir estratégias de desenvolvimento e estabelecimento de
tolerancia aos fatores fisicos ambientais estudados (agua salina e elementos da agua de
reuso). Com os dados obtidos no parametro de crescimento e biomassa vegetal, foi

possivel determinar os seguintes indices de crescimento segundo Hunt (1982):



a) SLA, (Specific Leaf Area ou éreafoliar epecifica) que indica a
relagdo entre a area foliar (AF) e a massa seca foliar (MSF), calculando-se mediante a
expresséo 10:

SLA = AF /W (éreafoliar / MSF), expresso em CM? folhas g'l MStota (20)

b) LWR (Leaf Weight Ratio € a relacéo inversa de SLA) que

informa a fracdo da biomasa total alocada nas folhas, podendo ser calculada conforme a
expresséo 11:

LWR = MSF/MST (Massa seca de folhas/M assa seca tota), expresso em g

M'S fahes G MStota (11)

c) LAR (Leaf Area Ratio é arelacdo da superficie foliar) que reflete
no tamanho da superficie fotossintética em relacdo a massa respiratdria de acordo com a
expresséo 12:
LAR = AF/MS total — (Area foliar/Massa seca total), expresso em M folhas g'l
MS plantas- (12)

3.9.4 Andlise dos nutrientes
3.9.4.1 Andlise dosnutrientesfoliar

O estado nutricional das plantas foi determinado por meio da
andlise dos nutrientes presentes nas folhas de O.basilicum L. As amostras foram coletadas
de trés plantas por tratamento, sendo um por repeticéo e acondicionadas em sacos de papel
para secagem na estufa a 30°C até o peso constante. Em seguida, as folhas secas foram
moidas em moedor de café modelo Cadence MDR 301 e encaminhadas para o laboratério
de Nutrigdo Mineral de Plantas da FCA/UNESP — Botucatu, SP, para a determinacéo dos
elementos quimicos (N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn, Zn e Na) presentes no tecido
vegetal segundo ametodologia descrita por Malavolta et al. (1997).

3.9.4.2 Andlisesdosnutrientesdaraiz

Para verificar os nutrientes presentes na raiz das plantas de

O.basilicum L, coletou-se trés raiz por tratamento, sendo um por repeticdo. As amostras
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foram lavadas em agua corrente com alxilio de peneira de malha fina e apds 24h foram
pesadas e acondicionadas em sacos de papd para secagem na estufa com ventilagdo de ar
forcada a 50°C até o peso constante. Em seguida, as raizes secas, foram moidas em moinho
tipo Willey e encaminhadas para o laboratério de Nutricdo Mineral de Plantas da
FCA/UNESP — Botucatu, SP, para a determinacdo dos elementos quimicos presentes no
tecido vegetal. Dessa maneira determinou-se os teores de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe,

Mn, Zn e Na, segundo a metodologia descrita por Malavolta et d. (1997).
3.9.4.3 Composi¢cao mineral da solugdo do solo

A solugdo do solo foi coletada em trés vasos por tratamento, sendo
um por repeticdo por meio de extrator de capsula porosa. Em todos os tratamentos foram
instalados 12 extratores a 0,20m de profundidade. A retirada da amostra procedeu-se na
aplicacdo de vécuo a 70 KPa por meio de uma bomba a vécuo (Figura 22). O vacuo foi
aplicado uma hora ap6s a irrigagdo e 12h apds o vécuo foi coletado a solugd nos
extratores conforme o procedimento descrito por Silva (2002). As amostras da solugéo do
solo foram armazenadas em tubos falcon hermeticamente fechados e encaminhados para o
Departamento de Solos e Recursos Ambientais da FCA/UNESP — Botucatu, SP, para
andlise da condutividade elétrica, pH e andlise dos nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S, Na, Cu,
Fe, MneZn).

Figura22. Aplicacdo de vacuo no extrator de cgpsula porosa, para coleta de solugéo
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3.9.5 Trocas gasosas e fluor escéncia da clor ofila
3.9.5.1 Trocasgasosas. Fotossintese e condutancia etomatica

As leituras redlizadas tiveram como objetivo avdiar o efeito de
diferente fontes hidricas sobre parémetros relacionados as trocas gasosas COMo:
assimilacéo liquida de CO, (A) expressa em umol CO, ms™; concentrago interna de CO;
(C;) expressa em pmol CO, mol™; condutancia estomética ao vapor de dgua (gs) expressa
em mol H,0 m? s?; e taxa transpiratéria (E) expressaem mmol H,O0 m? s™.

As leituras foram realizadas em nove plantas por tratamento, sendo
trés plantas por repeticdo, no periodo da manha entre as 9h:30min e 11h, com auxilio de
um sistema fechado de medicdo de trocas gasosas equipado com um analisador
infravermelho de gases (IRGA) modelo LI1-6400XT (LI1-COR, Lincoln, Nebraska— USA)
(Figura 23). As condic¢Bes microcliméticas na cBmara foram mantidas constantes durante as
medicBes realizadas nos diferentes tratamentos, usando 1400 pmol de fétons m?s* de PAR
(photosynthetic active radiation) e umidade relativa entre 50 e 60%. A atmosfera de
referéncia do IRGA foi captada e direcionada para um vasilhame homogeneizador de 5 L
(buffer) antes de alcancar a caBmara foliar, a fim de evitar grandes oscilagbes no CO, de

referéncia e temperatura da camarafoliar.

Figura 23. Andisador infra vermelho de gases (IRGA) modelo LI-6400XT (LI-COR,
Lincoln, Nebraska— USA)
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3.9.5.2 Fluorescéncia da clorofila no fotossisstema I - FSII (Fy/Fr,)

As leituras de fluorescéncia da clorofila tiveram como objetivo
apontar algum estresse nas plantas, sendo a relacdo da fluorescéncia méxima (F/Fr,) um
importante indicativo de estresse entre a salinidade e dgua de reuso utilizada nesse estudo.

Os parametros analisados de fluorescéncia variavel e fluorescéncia
maxima foram medidos em trés plantas por tratamento, sendo uma por repeticéo,
utilizando-se um sistema aberto de medicdo de trocas gasosas equipado com um analisador
infravermelho de gases (IRGA — Infra-red Gas Analyzer) modelo LI-6400XT (LI-COR,
Lincoln, Nebraska— USA) acoplado a uma camara de fluorescéncia para fol has (6400-40),
com areade 2 cm? (Figura 23).

As folhas para a avaliagdo da fluorescéncia da clorofila foram
adaptadas ao escuro por 30 minutos (fluorescéncia com todos os aceptores do Fotossistema
Il - FSII abertos, Quinonas totalmente oxidadas) a fim de determinar a fluorescéncia
minima da clorofila (F,). Com a folha ainda adaptada ao escuro foi obtida a fluorescéncia
méxima da clorofila (Fr,) através da aplicacéo de um flash de saturacéo de ~7900 umol m™
s* por aproximadamente 0,8 segundos, de modo que todos os aceptores do FSII sgjam
fechados (Quinonas totamente reduzidas). A fluorescéncia variavel (F,) foi dada pela
diferenca entre as fluorescéncias maxima e a minima (Fy = Fn-Fo). O méaximo rendimento

quantico do FSII foi dado pelarelagdo F./Fn.
3.9.6 indicesrdativo de clorofila (IRC)

O clorofilémetro é um aparelho portatil que realiza uma medida
ingantanea e ndo destrutiva, denominada indices Relativo de Clorofila (IRC), indicando
um valor de absorbancia pela folha da planta do comprimento de onda na regido do
vermelho (pico em 650 nm) regido de alta absorbancia pelas moléculas de clorofila
(GODOY et a., 2003).

Durante as épocas de amostragem no experimento, reaizou-se
medida IRC (SPAD) em seis plantas por tratamento, sendo duas plantas por repeticéo, com
um medidor automético (modelo Chlorophyll Meter SPAD-CCM-200 plus, Opti-sciences)
com IRC expresso em U SPAD. Este clorofildbmetro realiza medidas da transmitancia de

luz através da folha no comprimento de onda de 660 hm a 940 nm, numa érea foliar de
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0,71cm?. Para esta determinaco, elegeram-se folhas recém maduras na regio mediana da

planta realizando-se 30 leituras por tratamento.
3.9.7 Analises Bioquimicas
3.9.7.1 Coleta e ar mazenamento do material vegetal

O material vegetal para as andlises bioquimicas foi coletado em trés
plantas por tratamento, sendo um por repeticdo, no periodo da manhé entre as 9h e 30min
e 10h. ApoOs a coleta, as folhas foram acondicionadas em envelopes de papel aluminio e
imediatamente imersas em nitrogénio liquido. Em seguida, os envelopes foram mantidos
em Frezzer a(-80°C) até o momento da realizacdo das analises.

Para 0 processamento do material vegetal, as folhas coletadas
foram moidas em Gra (amofariz) na presenca de nitrogénio liquido até que se obte-se um
po fino. O material vegetd moido foi transferido para Eppendorf e armazenados em freezer
-80°C.

3.9.7.2 Procedimento par a obtencéo do extrato bruto

As amostras armazendas foram processadas para a obtencdo de trés
diferentes extratos brutos. O primeiro foi obtido para andlise do teor de L-prolina, o
segundo obtido especificamente para as andlises de atividade enzimética e o terceiro para
andlise da peroxidacéo de lipideos.

No primeiro extrato (L-prolina), (100 mg) do material vegetal
moido foram ressuspensos em 5,0 mL de &cido sulfosalicilico (3% em agua destilda). Apos
a centrifugagéo por 5 min a4.000 x g a 4°C, o sobrenadante foi retirado e armazenado em
frezeer a- 80°C.

No segundo extrato para atividade da enzima Superdxido
Dismutase, Catalase e para a andlise da Concentracdo de Proteina Soluvel Total, o
processamento para obtencdo do extrato bruto foi obtido através da ressuspensdo do
material vegetd moido (100 mg) em 2,0 mL de tampéo fosfato de potéassio 0.1 M, pH 6.8,
suplementado com 200 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Ap6s centrifugacéo por 10

min. a5.000 x g, o sobrenadante foi coletado e armazenado em Freezer a (- 80°C).
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No terceiro extrato (Peroxidacdo de lipideos) para o teste de
malondialdeido (MDA), o extrato bruto foi obtido através da ressuspensdo do material

vegetal moido (200 mg) em 4 mL de tamp&o (TCA)- &cido tiobarbiturico (1% w/v).
3.9.7.3 Determinacao do teor de proteina soltvel total

Para a determinacdo da proteina sollUvel presente nos extratos foi
determinada utilizando-se 0 método descrito por Bradford (1976) com albumina de soro

bovino (BSA) como proteina padréo.
3.9.7.4 Determinacao do teor de L-prolina

O teor de L-prolina (ug mL™ extrato) foi determinado utilizando-se
0 método de Bates et al. (1973). Para a redizacdo do teste colorimétrico, pipetou-se
aiquotas de 1,0 mL do extrato bruto; 1,0 mL de ninhidrina &cida; 1,0 mL de acido acético
glacial. Apds aguecimento em banho-maria & aproximadamente 100°C por 60 minutos,
resfriaram-se os frascos e efetuou-se leitura a 520 nm. Como referéncia, utilizou-se curva
padréo com (0, 20, 40, 60, 80 e 100 mg) de L-prolina p.a. Os resultados foram expressos
em (umol g* MF).

3.9.7.5 Atividade da enzima super 6xido dismutase (SOD;EC 1.15.1.1)

A determinacdo da atividade da SOD considerou a capacidade da
enzima em inibir a fotorredugdo do NBT (Nitro blu tetrazolium chloride). A atividade foi
determinada pela adicdo de 50 uL do extrato bruto a uma solugéo contendo 13mM de
metionina, 75 uM de NBT, 100 nM de EDTA e 2 uM deriboflavinaem 3,0 mL de tamp&o
fosfato de potassio 50 mM, pH 7.8. A reacdo foi iniciada pela iluminagdo dos tubos em um
suporte composto por tubos fluorescentes (15W), a 25°C.

Apbs 5 minutos de iluminagdo, o final da catdlise foi determinado
pela interrupgdo da luz. O composto azul formado (formazana) pela fotoredugdo do NBT
foi determinado pelo incremento na absorgao, feita por espectrofotometria com leituras a
560 nm. Os tubos considerados branco para andise receberam os mesmos reagentes,
porém foram mantidos cobertos com papel auminio abrigados da luz.

Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para a inibicdo de 50% da fotorreducdo do NBT. Para o calculo da atividade



especifica da enzima, considerou-se a percentagem de inibicdo obtida, o volume da
amosdtra e a concentracao de proteina na amostra. Os resultados foram expressos em (Ul pg

proteina’).
3.9.7.6 Atividade da enzima catalase (CAT; EC. 1.11.1.6)

A atividade da enzima catalase foi determinada por medicdo em
espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 240 nm pelo monitoramento da variagéo
da absorc¢do do peréxido de hidrogénio, conforme Peixoto et a. (1999). Para o teste, 50 uL
de extrato bruto foram adicionados a 950 pL de um tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH
7,0 suplementado com peréxido de hidrogénio a uma concentragéo final de 12.5 mM.

A variagdo da absorcéo (AE) foi calculadaem um intervalo de 80s,
sendo a atividade da enzima calculada utilizando-se um coeficiente de extingdo molar (€)
igual a 39,4 mM™ cm™. A atividade especifica da catalase, levou em consideracéo a
concentracdo de proteina soltvel no teste. Os resultados foram expressos em (uKat ug

Protefna™).
3.9.7.7 Nivel de peroxidacdo de lipideos

A peroxidacdo de lipideos foi determinada conforme Angelo
(1996). Apos obtencdo do extrato bruto, foi realizada a filtragem do extrato em papel filtro
(2x) e centrifugado por 15 min a 12.000 x g. Em seguida, foi retirado 1mL do sobrenadante
e adicionado 3mL de TCA 0,5% (w/v) em TCA 20% (w/v). As amostras foram incubadas
95°C por 60 min em banho-maria dubnoff. A reagéo foi paralizada quando as amostras
foram resfriadas em banho de gelo. Logo go6s, as amostras foram centrifugadas novamente
por 10 min a 9.000 x g. A densidade Otica foi determinada a 532 e 660 nm e a
concentracdo de MDA (Malondialdeido) foi calculada utilizando-se um coeficiente de
extingdo molar (€) igual a 155 mM™ cm™. O resultado foram expressos em (mol de MDA g
MFD.

3.9.8 Oleo essencial

As andlises do 6leo essencial foram realizadas no laboratério da
Unidade de Fitoquimica do Instituto Agrénomico de Campinas —-IAC, Fazenda

Experimental Santa Elisa, Campinas, SP.



55

3.9.8.1 Coleta e armazenamento do material vegetal

As amostras das folhas de O.basilicum L., foram coletadas de trés
plantas por tratamento, sendo uma por repeticdo e acondicionadas em sacos de papel e
mantidas estufa a 30°C para secagem até atingirem a massa constante. Em seguida, as
amodtras foram encaminhadas para o Lab. de Fitoquimica do IAC, para extragdo e

avaliagdes quantitativas (teor) e qualitativas (composi¢édo quimica) dos 6leos essenciais.
3.9.8.2 Extracao do 6leo essencial

A extragdo do Oleo essencial de cada amostra foi realizada pelo

método de hidrodestilagdo, em aparato tipo Clevenger (Figura24).
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Figura 24. Esquemado Sistema Clevenger utilizado para a extracéo de 6leo essencial
Fonte: JOSE, 2014, p.73.

Cada amostra do material vegetal seco foi pesada e colocada em
bal6es de vidro com capacidade de 2000 mL contendo 1000 mL de &gua destilada. A

extracdo procedeu-se por um periodo de duas horas (Figura 25 A).
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Figura 25. (A) Hidrodestilagdo do 6leo essencial de folhas de Ocimum basilicum L. em
gparato tipo Clevenger e (B) armazenamento do 6leo extraido.

3.9.8.3 Rendimento do 6leo essencial nasfolhasde O. basilicum L.

ApGs a extragdo, o d6leo essencial foi armazenado em frasco de
vidro (Figura 25 B) devidamente identificados e imediatamente pesados para o cdculo do
teor em porcentagem. Em seguida, as amostras do 6leo essencial foram mantidas no
freezer a 4°C até o momento da redizacdo das andlises de composicdo quimica. O
rendimento do 6leo essencial foi expresso em base seca de material vegetal e calculado
pela equagdo 13:

Y =A x100 (13)
B

Em que:
Y = Rendimento do 6leo essencial (%)
A = Massa em gramas do 6leo essencia

B = Massa em gramas das folhas secas
3.9.8.4 Composicao quimica do 6leo essencial nasfolhas de O. basilicum L.

As andlises da composicdo quimica dos 6leos essenciais foram
realizadas em cromatdégrafo a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM;
Shimadzu, QP-5000) operando por um impacto de elétrons (70 eV), dotado de coluna
capilar de dlica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), hélio como gés de arraste
(ImL/min), injetor a 240°C, detector a 230°C e modo de injecdo split (1/20), injetado 1pl
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de s0lucdo de bleo essencial (1mg 6leo essencial/ mL de acetato de etila). O programa de
temperaturafoi: 60°C - 240°C, 3°C/min. (Figura26 A)

Figura26. (A) CG-EM; Shimadzu, QP-5000, (B) CG-DIC; Shimadzu 2010
A identificagdo dos constituintes quimicos foi efetuada através da

andlise comparativa dos espectros de massas das substancias com o banco de dados do
sistema CG-EM (Nist 62.lib) e o indice de retencéo (IR) (ADAMS, 2007). Os indices de
retencéo das substancias foram obtidos a partir da injecéo de uma série de n-alcanos (Co-
Ca0), aplicando a equacdo de Vandendool e Kratz (1963). A quantificagdo (método:
normalizagdo da area) de substancias foi efetuada por cromatografia a gés com detector de
ionizagdo de chama (CG-DIC; Shimadzu 2010) (Figura 26 B), coluna capilar OV-5 (30m x

0,25 mm x 0,25 um) operando nas mesmas condic¢des que o sistema CG-EM.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO
4.1 Relagbes hidricas
4.1.1 Potencial hidrico

O uso eficiente da dgua € um tema de grande importancia para as
necessidades sociais, econdmicas e do meio ambiente. A aguaresiduaria, € uma dternativa
eficaz em regides onde a escassez e a ma distribuicdo das precipitagdes tornam-se fatores
limitantes ao seu uso. Particularmente no setor agricola, o aproveitamento da édgua de reuso
nairrigagdo das plantas, tem demonstrado importancia econdémica, agrondomica e ambiental
(PEDRERO et d., 2012; SANTOS et d., 2012). A &gua de reuso é conhecida como de
baixa qualidade, que segundo sua origem pode conter diversos tipos de sais podendo
causar problemas de sadlinidade quando ndo utilizada adequadamente no manejo de
irrigaco (BANON et al., 2011). Entretanto, agua pode ser fonte nutricional para as
plantas, devido a presenga de nutrientes essenciais para o seu crescimento (MANCUSO;
FILHO, 2002; SANTOS et d,. 2012). No entanto, 0 efeito que estes compostos presentes
na agua podem causar no desenvolvimento das plantas, vai depender do tratamento da
&gua, de suaorigem e da tolerancia da espécie a ser estudada (VALDES et d.,2012).

A sdinidade da &gua utilizada para irrigagdo, pode dafetar
rapidamente as plantas (PARDO et al., 2006; BANON et al., 2011; ALVES ¢ al., 2011;
SCHOSSLER et al., 2012; GUIMARAES et al., 2013) e quando a elevada concentragéo de
sais dissolvidos na solugdo do solo, reduz o potencial osmético e hidrico, diminuindo a

disponibilidade de &gua e nutrientes as plantas (ALVES et a., 2011). Em consequéncia
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disso, 0 aumento da pressdo osmética ocasionada pelo excesso de sais, podera levar a
planta & condi¢des de estresse hidrico ou secafisiologica (DIAS; BLANCO, 2010).

Neste estudo, houve interagcdo significativa entre os fatores 1
(Qualidades de &gua) vs. fator 2 (Epocas de amostragem) (Tabela 6 e Figura 27).

0,0

% P ez
W ] ]
% % 3
2 RS [0S
2000 oo ooy
q X (XX
PRX] ook
(S £ oo
o) (5 P
bo%o] 0% Lot
K] ] 1
K] £ £
% o] oo
155 oo (XX
! ool 090%
o) ool oo
%% oo o
250 X %)
£, L2 %o
KX 2% 059203
. oo oy S
Y - 1 ! KX
< ! K] KXl ]
%% oo oo
15 R 13K
0% ool 020l
E ROK K] 02!
1% RS (XX
— 3 15 K
—= X $
o XK K] Kl
o g R
NS o 3
(@) K £ ol
3 sy RS
o) Y] so
= K 5] ool
- — XXX 3
5 -2,0
- X }
© 3 K So%o%d K]
= 10X 0000%
05000 05530
| 1% KXY
3 S0
KX ol
0% KX
™ [ 02030,
14 KXY
v— oo [o30%e}
(@] 25851 o]
R
8 Kl
= o000}
£
3,0 %
301 mmmTL
v 12 S
-4, 0 T T T T T T
1° 2 3 4 5 6"

Epocas

Figura 27. Potencial hidrico (y folha) em plantas de Ocimum basilicum L. irrigadas com
diferentes qualidades de égua (T1 - Controle; T2 - 15 mM NaCl; T3 - &guadereuso e T4 -
30 mM NaCl) em diferentes épocas de anostragem. As médias seguidas pela mesma letra
mindsculas representa a comparacdo entre tratamentos e letras mailisculas comparam as
épocas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 3,34.

Nas duas primeiras épocas ndo foi observado efeito significativo
para as diferentes qualidades de agua aplicada. Somente a partir da terceira época, 0
tratamento T4 (30 mM NaCl), reduziu significativamente o potencial hidrico das plantas,
sendo que edte efeito tornou-se mais acentuado conforme o avango das épocas de
amostragem. Para o T2 (15 mM NaCl), a partir da quarta época foi verificado decréscimo
nos valores dos potenciais hidricos até o final do experimento, diferindo dos tratamentos
controle e agua de reuso (Figura 27).

Os tratamentos T1 (controle) e T3 (&gua de reuso) ndo diferiram
entre si durante todo o experimento, indicando que os sais contidos em T3 ndo

promoveram reducdo do potencia hidrico nestas plantas. Este resultado € evidenciado na
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comparacéo das médias das diferentes qualidade de agua, que aponta reducdo significativa
do potencial hidrico nos tratamentos que receberam NaCl. Ta redugdo, ndo é observada
parao tratamento T1 e T3 (Tabela 6).

Tabela 6. Potencia hidrico (yw folha) em KPa, nas plantas de Ocimum basilicum L.
irrigadas com diferentes qualidades de &gua em seis épocas de amostragem

Patencial hidrico na folha (K Pa)

Epocas

Tratamentos -

22 3 42 52 62 Média
T1 -1,33aAB -2,25aB -1,708AB -1,28abA -141abA -1,68aAB -1,6la
T2 -1,33aA  -2,33aBC -1,708AB -2,08 bABC -2,50 bABC -2,86 bcC -2,13b
T3 -1,16 A  -225aB  -253aA -1,25aA -2,00 aA -2,08 abAB -1,88a
T4 -1,33aA  -241aB  -256bBC -291cBC -3,33¢cBC  -341cC -2,66 C
Média -1, 29 A -231CD -2,12B -1,88BC -2,31CD -2,51D

As médias seguidas pela mesma letra minGsculas na coluna e maiusculas na linha ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 3,34.

A irrigacéo utilizando &gua de reuso, pode resultar em acimulo de
sais em torno das raizes dependendo da concentragdes de sais dessa agua. Este acimulo
resulta na diminuicdo do potencial hidrico desta regido aumentando a dificuldade das
plantas em absorver a &ua pelas raizes (CAVALCANTE et al., 2012; EPSTEIN;
BLOOM, 2006; ALVES et a,. 2011). Schosder et a. (2012), afirmam que a planta pdde
perder &gua no interior das raizes ao invés de absorve-la, pois seu potencial osmético €
menor que o do solo, sendo esta a maior causa daredugdo do crescimento das plantas.

Os resultados obtidos neste estudo sGo um indicativo de que a
concentragdo de sais contida na agua de reuso, ndo promoveu restricdo na absor¢do hidrica
das plantas. Para efeito de comparagéo, nos demais tratamentos envolvendo salinidade (T2
e T4), ocorreu uma reducdo gradual do potencial hidrico das plantas, provavelmente
devido a0 acimulo gradativo de sais no solo 0 que reduziria seu potencial osmético
refletindo nas plantas dificultando a absorcéo de égua e reduzindo seu potencial hidrico.

Ese fato é confirmado quando observado o acimulo sgnificativo
de sddio (Na) na composicdo mineral da solugdo do solo dos tratamentos salinos (Tabela
28) sendo cerca de 270 e 640 vezes maior que o controle nos tratamentos T2 e T4
respectivamente e o tratamento com agua de reuso apresentou um acimulo de 41 vezes

maior gue o controle.
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Nesse sentido, Téavora et a. (2001), em estudos com plantas de
goiabeira submetidas a condi¢cdes de estresse com NaCl, concluiram que o potencial
hidrico da folha e o teor relativo de dgua decresceram com 0 aumento dos niveis e do
tempo de exposicdo a0 NaCl. Embora tenha sido observada reducéo significativa do
potencial hidrico nas plantas nos dois tratamentos salinos (T2 e T4), ndo € possivel
caracterizar tais valores como indicativos de estresse hidrico. Para Simon et al. (1992)
potenciais hidricos com valores a partir de -6,2 KPa sdo consderados levemente
estressantes para manjericdo. Neste estudo 0 menor valor encontrado para esta variavel foi
de -3,41 KPa (produzido por T4) (Tabela 6) que pode ser considerado um valor acima dos
potenciais encontrados em plantas sob estresse hidrico, indicando que as plantas de todos

0s tratamentos permaneceram bem hidratadas.
4.1.2 Conteudo relativo de dgua— CRA

Em contraste a0 potencial hidrico, a aplicacdo das diferentes
qualidades de &gua aplicada na cultura ndo promoveu dteracéo significativa no contelido
relativo de &gua (CRA) e permaneceu edtével durante todas as épocas de amostragem
(Figura 28).
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Figura 28. Contetido relativo de &gua (CRA) em discos foliares de Ocimum basilicum L.
irrigados com diferentes qualidades de &ua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - &gua
de reuso e T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem. As médias seguidas
pela mesma letra minGsculas representa a comparacdo entre tratamentos e letras
mailsculas comparam as épocas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
CV%=1211

Em gera o decréscimo do CRA nos tecidos vegetais, dificulta a
expansdo celular, bem como, o desenvolvimento dos tecidos além de afetar diversos outros
processos metabdlicos como a conduténcia estomatica, fotossintese, etc.

O CRA indica a forga de retencdo de &gua nos tecidos vegetais e a
sua energia livre para a realizagdo de trabalho celular. Quanto maior o potencia hidrico
maior o CRA e maior também a disponibilidade de agua para o metabolismo celular. O
resultado evidenciado neste trabalho, demonstra que a irrigagdo das plantas com agua de
reuso ndo trouxe nenhum prejuizo a disponibilidade de &gua nos tecidos foliares com
resultado smilar a0 tratamento controle. Da mesma forma os tratamentos salinos ndo
foram capazes de aterar significativamente esta variavel (Figura 28). Resultados
semel hante aos tratamentos salinos foram encontrados por Maia et a. (2012) com pléntulas
de feijéo caupi expostas a concentracdes 0, 25, 50, 75 e 100 mM NaCl onde ndo houve

ateracdo do estado hidrico das plantas, considerando a manutencdo do CRA.
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4.2 Variaveisfisicas do solo

Nas andlises das variaveis fisicas do solo, apontou diferencas
significativas para o fator Il (épocas) com a menor média na primeira época avaliada,
ressaltando, que nesta éooca ndo houve aplicacdo dos tratamentos. Na sexta época, a

umidade do solo foi superior quando comparado aprimeira época (Tabela 7).

Tabela 7. Umidade do solo (%) irrigado com diferentes tratamentos (T1 - Controle; T2 -15
mM NaCl; T3 - dguadereuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de amostragem
Umidade do solo (%)

Epocas
Tratamentos 1 3@ 62 Média
T1 12,35 aA 13,58 aA 14,85 aA 1360 a
T2 11,92 aA 12,21 aA 14,64 aA 1292 a
T3 12,22 aA 13,17 aA 14,82 aA 1340 a
T4 11,36 aA 13,13 aA 15,61 aA 1337a
Média 11,96 B 13,02 AB 14,98 A

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 18.96

O pardmetro de condutividade elétrica do solo (CE) apresentou
atamente significativo em ambos os fatores avaliados (tratamento de irrigag@o e épocas de
amostragem) com interagdo significativa, indicando que os tratamentos com NaCl e égua
de reuso de fato produziram dteractes na CE, principalmente na Ultima época (Tabela 8).
A aplicacdo de &gua de reuso (T3) induziu aumamaior CE no solo, quando comparado ao
tratamento controle (T1), provavelmente em fungdo da carga salina encontrada na origem
da agua. Da mesma forma, 0 aumento na concentracdo de NaCl em T2 e T4, induziu a
elevacéo da CE no solo (Tabela 8).



Tabela 8. Condutividade elétrica do solo CE (mS m™) irrigado com diferentes tratamentos
(T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - agua de reuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes
€pocas de amostragem

Condutividade elétrica do solo CE (mSm™)

Tratamentos Epocas
1° 3 6° Média
T1 82,33 8A 79,22 dA 81,33 dA 80,96 d
T2 89,66 aC 294,44 bB 409,11 bA 264,40 b
T3 92,33 aB 138,33 cA 163,11 cA 131,25 ¢
T4 95,33 aC 377,00 aB 499,11 aA 323,81 a
Média 89,91 C 22225B 288,16 A

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 9,48

No paréametro de temperatura do solo, houve diferencas
significativas para os dois fatores avaliados. No fator | (qualidades de &gua), o T1
apresentou a maior média diferindo do T3. Os tratamentos que receberam NaCl, ndo
diferiu dos demais tratamentos. A maior temperatura do solo, foi observada na primeira
época de amostragem, ocorrendo reducdo significativa desta variavel nas épocas seguintes
(Tabela 9). Este fato estd associado ao aumento do sobreamento no vaso promovido pelo

crescimento das plantas.

Tabela 9. Temperaturado solo (°C) irrigado com diferentes tratamentos (T1 - Controle; T2
-15 mM NaCl; T3 - &gua de reuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de
amostragem

Temperatura do solo (°C)

Epocas
Tratamentos B 32 62 Média
T1 29,40 aA 27,20 aB 27,86 aAB 28,15 a
T2 29,26 aA 25,92 abB 26,81 abB 27,33 ab
T3 28,82 aA 25,14 bB 25,67 bB 2654 b
T4 28,33 @A 26,84 abAB 26,55 abB 27,24 &b
Média 28,95 A 26,27 B 26,72 B

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 2,84
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4.3 Biometria

4.3.1 Crescimento: Altura de plantas, Diametro do caule, Areafoliar e

Nldmero defolhas.

Quando a planta encontra-se em condicdes de estresse hidrico os
processos de crescimento sdo rapidamente afetados (LARCHER, 1995; TAVORA et d.,
2001). Neste estudo tal condicdo ndo é observada, uma vez que, 0os parametros de
crescimento avaliados na cultura de O.basilicum L. como: atura de plantas, didmetro do
caule, areafoliar e nimero de folhas, ndo foram alterados significativamente pela aplicacdo
das diferentes qualidades de &gua. Entretanto, quando comparado as épocas de
amostragem, observou-se aumento significativo dos parémetros avaliados com o avanco
das épocas (Tabelas 10, 11, 12 e 13). Neste estudo para todos os parémetros de
crescimento, os menores valores foram encontrados nas duas primeiras épocas, e de forma
coerente com o crescimento das plantas os maiores valores foram encontrados nas épocas

seguintes até o final do experimento.

Tabela 10. Altura das plantas (m) de Ocimum basilicum L. irrigadas com diferentes
qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - &guade reuso e T4 - 30 mM
NaCl) em diferentes épocas de amostragem

Altura das plantas (m)

Epocas
Tratamentos 1 >a Z2 ca 6 Média
T1 50,00aB 5050aB 70508A 76,33aA 71,66 aA 63,80 a
T2 4966aB 5083aB 70,16aA 77,16 8A 79,16 aA 65,40 a
T3 49,00aB 5l1,16aB 6666aA 76,00aA 76,50 aA 63,86 a
T4 48333aB 5066aB 73,16aA 7750aA 76,33 a8A 65,20 a

Média 4925C 50,79C 70,12 B 76,75 A 7591 A

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 6,95
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Tabela 11. Diametro do caule (mm) das plantas de Ocimum basilicum L. irrigadas com
diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - dguade reuso e T4 -
30 mM NaCl) em diferentes épocas de anostragem

Diémetro do caule (mm)

Epocas
Tratamentos —

12 22 42 5 62 Média
T1 5,00 aB 5,66 aAB 6,50 aA 6,50 aA 6508A 6,03a
T2 5,00 aB 6,16 aA 6,50 aA 6,58 aA 6,16 A 6,08a
T3 5,00aC 5,50 aBC 6,33 aAB 6,83 aA 6,338AB 6,00a
T4 5,00 aB 533aB 6,00 aAB 6,66 aA 666aA 593a

Média 500C 5,66 B 6,33 A 6,64 A 6,41 A

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 8.18

Tabela 12. Areafoliar (m? de folha planta™) das plantas de Ocimum basilicum L. irrigadas
com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - aguade reuso e
T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

Area foliar (m? de folha planta™)

Tratamentos Epocas
12 22 42 5a 62 Média
T1 0,05 aB 0,11 aA 0,12 aA 0,15 aA 0,14 aA 0,11 a
T2 0,04 aB 0,11 aA 0,14 aA 0,12 aA 0,12 aA 0,11 a
T3 0,05aB 0,10 aAB 0,14 aA 0,13 aA 0,13 aA 0,11a
T4 0,05aB 0,08 aAB 0,11 aA 0,12 aA 0,11 aA 0,09 a

Média 0,55 C 0,10B 0,12 AB 0,13 A 0,12 AB

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 19.49

Tabela 13. Numero de folhas de Ocimum basilicum L. irrigadas com diferentes qualidades
de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - agua de reuso e T4 - 30 mM NaCl) em
diferentes épocas de amostragem

NUmero de folhas

Epocas
Tratamentos 1 >a 22 ca & Média
T1 107 aB 140 aB 215aA 231aA 209 aA 180 a
T2 104aC  153aBC 209aAB  2290A 240 aA 188 a
T3 107aDb  140aBC  180aB 242 aA 253 aA 184 a
T4 104 aB 128 aB 208 aA 233 aA 229 aA 180 a
Média 106 D 140C 203 B 234 A 233 AB

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 14.32
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Tarchouone et al. (2012 b) avaliando o €efeito da salinidade sobre
aspectos fisiolégicos das plantas de O.basilicum L. cv. Genovese, observaram nas
concentragdes de 50 mM NaCl aplicados em solugéo hidroponica ndo promoveu alteracoes
significativas nos parametros de crescimento (folha, caule e raiz, peso seco, area foliar,
dturada parte aérea e comprimento de raizes) manteve-se constante em comparagéo com o
controle.

Segundo Prisco e Gomes Filho (2010), as mudangas no
crescimento vegetal quando submetido a salinidade, iréo depender das caracteristicas do
estresse, como a concentragdo e a composi¢ao idnica da solugdo no solo, daraiz ou parte
aérea exposta a0 estresse e do modo como o estresse € aplicado. Os mesmos autores
afirmam que as caracteristicas do estresse com o vegetal, podem resultar em toleréncia ou
susceptibilidade da planta, dependendo da cgpacidade de resposta ou adaptacéo ao estresse
aplicado.

4.3.2 Biomassa vegetal

A massa fresca de folhas (MFF) de O.basilicum L. ndo foi
dterada pela aplicacéo das diferentes qualidades de agua utilizada na irrigacdo. Da mesma
forma, ndo foi identificada interacdo significativa entre as qualidades de &gua e as épocas
de amostragem. Entretanto, na comparacéo entre as épocas foram observadas diferencas
significativas entre as médias. Egtas diferencas parecem estar associadas a0 crescimento
normal das plantas, uma vez que, as menores massas foram encontradas na primeira e
segunda época, com aumento gradativo até a quarta época permanecendo estaveis até o
final do experimento (Tabela 14).
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Tabela 14. Massa fresca de folhas (g planta™) em plantas de Ocimum basilicum L. irrigadas
com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - aguade reuso e
T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

M assa fresca de folhas (g planta™)

Tratamentos Epocas
12 22 42 5a 62 Média
T1 1520aC 33,16aB 5148aA 46,87 aAB 38,33 aAB 37,01 a
T2 16,38 aB 32,26 aAB 44,52 aA 41,12 aA 44,36 aA 40,52 a
T3 15,80 aC 31,56 aAC 56,13 28A 41,38 aAB 43,63 aAB 37,58 a
T4 15,02aB 26,10aAB 42,17aA 37,35aA 36,65 aA 36,51 a

Meédia 15,63 C 30,75 B 4857 A 4168 AB 40,74 AB

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 20,73

Da mesma forma, para a massa fresca de caule (MFC) (Tabela 15),
a aplicacdo das diferentes qualidades de &gua gplicada, ndo aterou sgnificativamente este
parametro. N&o foi encontrada interacdo significativa entre os fatores (Qualidades de &ua
vs. Epocas) pelo teste F. Entretanto, segundo Silva (2011), quando F se aproxima mas ndo
ainge a significancia mesmo assim, o teste de Tukey podera encontrar diferenca
significativa entre a maior e a menor média e também podera ocorrer o inverso. Esse caso
€ previsto na literatura e também ocorre com outros testes de comparacgéo. O autor relata
que esta ocorréncia ndo deve ser entendida como erro na anélise.

Quando comparadas as épocas de amostragem da MFC, observou-
se diferencas significativas entre as mesmas, onde o menor vaor foi encontrado na
primeira época de avaliacdo, e de forma coerente com o crescimento das plantas os valores

mantiveram-se até o final do experimento (Tabela 15).

Tabela 15. Massa fresca de caule (g planta™) em plantas de Ocimum basilicum L. irrigadas
com diferentes qualidades de &ua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - &guade reuso e
T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

M assa fresca de caule (g planta™)

Epocas
Tratamentos —

12 22 42 5 62 Média
T1 7,82 aD 22,54 aC 35,41 aB 45,60 aAB 47,79 bA 31,83a
T2 8,08 ab 24,70 aC 39,34 aB 42,62 aB 53,76 abA 33,70 a
T3 8,00 ab 20,80 aC 39,08 aB 51,91 2A 59,68 aA 3590a
T4 8,17 aC 18,63 aB 39,26 aA 46,45 aA 49,03 bA 3231a

Média 8,02E 21,67D 38,27 C 46,65 B 52,56 A

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 13,31
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Entretanto, quando avaliada a producéo de massa seca de folhas
(MSF) de O.basilicum L., é constatado que a maior concentracdo de NaCl promoveu a
reducdo desta varidvel. Sendo que na comparacdo entre as médias dos tratamentos de
irrigagédo, o tratamento T4 (30 mM NaCl) foi significativamente reduzido em relagcdo ao
tratamento menos concentrado T2 (15 mM NaCl). O tratamento T1 (controle) e T3 (&gua
de reuso) ndo diferiu dos demais tratamentos avaliados (Tabela 16).

Na comparagdo das médias das épocas de amostragem, a producdo
de MSF mostrou diferenca significativa. A primeira e segunda época apresentou 0s
menores valores para M SF. Os maiores valores observados foram nas épocas seguintes de
forma coerente com o desenvolvimento das plantas até o término do experimento. Para este
parémetro, ndo foi encontrada interacéo significativa entre as diferentes qualidades de &gua
e épocas (Tabela 16).

Tabela 16. Massa seca de folha (g planta®) em plantas de Ocimum basilicum L. irrigadas
com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - aguade reuso e
T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

M assa seca de folha (g planta™)

Tratamentos Epocas
12 22 42 52 62 Média
T1 2,86 aC 572 aB 7,00 aAB 8,25 aA 7,16 aAB 6,20 ab
T2 3,16 aC 5,49 aB 7,19aAB 6,95aAB 8,78 aA 6,31a
T3 2,74 aB 547 aA 6,62 aA 6,68 aA 7,17 aA 574 ab
T4 2,86 aB 4,44 aAB 6,38 aAB 6,47 aA 6,70 bA 537b
Meédia 290C 528B 6,80 A 7,09 A 7,45 A

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 15,32

Curiosamente, o maior acimulo de M SF ocorreu em T2. O mesmo
resultado € observado para a massa seca total (M ST) das plantas que considera a soma da
MSF, MSC e massa seca de raiz (MSR), ede fao € um indicativo que na menor
concentragdo de NaCl, as plantas podem ter investido mais em MSR, que embora ndo sgja
significativo é numericamente maior nos tratamentos T1, T2 e T3, e pode ter resultado em
umamaior producdo de MST (Tabela 17).
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Tabela 17. Massa seca total de folha, caule eraiz (g planta™) em plantas Ocimum basilicum
L. irrigadas com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - agua
dereuso e T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

M assa seca total de folha, cauleeraiz (g planta™)

Tratamentos Epocas
12 22 42 52 62 Média
T1 5,14 ab 1219aC 16,81aB 21,64aA 24,08 aA 15,97 db
T2 592 ab 11,74aC 1745aB 20,79 aB 27,51 aA 16,68 a
T3 530aE 11,86aD 17,02aC 21,28aB 26,53 aA 16,40 b
T4 539 ab 10,24aC 16,96aB 19,25 aB 23,93 aA 15,15b
Média 544 E 1151 D 17,06 C 20,74 B 2551 A

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 9,57

E importante ressaltar que a producio de MST ndo foi afetada pela
irrigagdo com é&gua de reuso apresentando resultados similares ao controle (Tabela 17).
Bione et al. (2014), afirma que a cultura de O.basilicum L., pode ser classificada como
tolerante aos niveis de salinidade da &gua de irrigacdo até valores de 1,70 dS m™, e para
valores entre 3,80 e 6,08 dS m™* classificada como moderadamente sensivel, seguindo os
critérios apresentados por Fogeria et a. (2010).

Para a MSC, a aplicac@o das diferentes qudidades de &gua néo
dterou significativamente este parametro. Independentemente de ndo haver interagdo
significativa entre os fatores pelo teste F, verificou-se que T3 apresentou M SC superior ao
T1 na sexta época pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. E importante ressaltar, que
mesmo ndo sendo sgnificativo, T3 agpresentou MSC numéricamente superior aos demais
tratamentos a partir da quinta época, demonstrando uma provével aceleracdo do acimulo
de biomassa de caule nas Ultimas épocas amostradas (Tabela 18).

Com relacdo as épocas, os resultados demostraram diferencas
significativas para a M SC sendo que, para este componente na sexta época observou-se o
maior valor na producdo quando comparado as épocas amostradas anteriormente. Este
resultado é coerente ao desenvolvimento natura das plantas no decorrer do experimento
(Tabela 18).
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Tabela 18. Massa seca de caule (g planta™) em plantas Ocimum basilicum L. irrigadas com
diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - dguade reuso e T4 -
30 mM NaCl) em diferentes épocas de anostragem

M assa seca de caule (g planta™)

Tratamentos Epocas
12 28 42 58 62 Média
T1 1,09 aE 350aD 6,23aC 894 aB 12,05 bA 6,36 a
T2 1,18 ab 367aC 703aB 8,83aB 13,70 abA 6,88 a
T3 1,10 aE 358aD 687aC 9,76aB 14,58 aA 7,18 a
T4 1,15aC 3,19aC 7,/8aB 8,93aB 12,47 abA 6,70 a
Média 1,13 E 349D 6,98 C 912B 13,20 A

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 15,15

Quando avaliada a relacdo entre a producéo de folhas e caule ndo é

observada significancia nos resultados em fungdo da aplicagéo das diferentes qualidades de

&gua. Nedta varidvel quanto maior a raz&, menor é a quantidade de caules, e maior a

quantidades de folhas que é componente de maior interesse na cultura de O.basilicum L.

Houve efeito significativo das épocas de amostragem sobre esta relacdo, que apresentou 0s

maiores valores nas primeiras época, sendo reduzida gradativamente com decorrer das

épocas de amostragem. Este resultado demonstra que quanto mais avancado o estadio

fenol 6gico da cultura, menor arelagdo das massas de folhal/caule (Figura 29).
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Figura 29. Relagdo folha/caule em plantas de Ocimum basilicum L. irrigado com diferentes
quaidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - &guadereuso e T4 - 30 mM
NaCl) em diferentes épocas de amostragem. As médias seguidas pela mesma letra
mindsculas representa a comparacdo entre tratamentos e letras mailsculas comparam as
épocas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 17,16.

Para a MSR, houve diferenca significativa somente para as épocas
de amostragem. Neste resultado foi possivel observar que a primeira época diferiu das
demais apresentando o menor valor encontrado no peso da MSR. Os valores foram

crescentes até a quinta época avaliada e mantidos na sexta época (Tabela 19).
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Tabela 19. Massa seca de raiz (g planta®) em plantas de Ocimum basilicum L. irrigadas
com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - aguade reuso e
T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

M assa seca deraiz (g planta™)

Tratamentos Epocas
12 22 42 58 62 Média
T1 1,18 aC 296aB 358aAB 443aA 4,86 aA 340 a
T2 157aC 257aBC 322aB 5,00 aA 5,02 aA 348 a
T3 146aC 280aBC 351aAB 4,83aA 4,78 aA 348 a
T4 137aC 260aBC 279aB 3,84aAB 4,74 aA 3,07 a
Média 1,39C 2,73B 3,28B 453 A 485 A

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 18,05

A producdo da massa seca da parte éerea (Folha e Caule) (Tabela
20) ndo foi aterada significativamente pelos tratamentos aplicados na irrigagdo de
O.basilicum L. Na comparagdo entre as épocas de amostragem, houve diferencas
significativas, sendo que o maior acimulo de massa seca da parte aérea das plantas foi
evidenciado na sexta época. Na média geral das épocas, a producdo de biomassa elevou-se
gradativamente com o decorrer das épocas até o final do experimento. Salientando, que o
tratamento controle (T1) atingiu 0 maior acimulo de massa seca da parte aérea na quinta

época mantendo-o na sexta época (Tabela 20).

Tabela 20. Massa seca da parte aérea (folha e caule) (g planta®) em plantas Ocimum
basilicum L. irrigadas com diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl;
T3 - 4dguadereuso e T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

M assa seca da parte aérea (folha e caule) (g planta™)

Epocas
Tratamentos 1a 22 42 52 6° Média
T1 3,96 aD 9,22 aC 13,23 aB 17,20 aA 19,22 bA 12,56 a
T2 4,35 aD 9,16 aC 14,22 aB 15,79 aB 22,48 aA 13,20 a
T3 3,84 aD 9,06 aC 13,50 aB 16,45 aB 21,75 abA 12,92 a
T4 4,01 ab 7,63 aC 14,16 aB 15,40 aB 19,18 bA 12,08 a
Média 4,04 E 8,77D 13,78 C 16,21 B 20,66 A

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% =11,30

Tarchouone et a. (2012 b) avaliando o efeito da salinidade sobre
aspectos fisioldgicos das plantas de O.basilicum L. cv. Genovese, observaram nas
concentragdes de 50 mM NaCl aplicados em solucéo hidropdnica ndo promoveu alteracoes

significativas na producdo de massa seca das plantas.
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4.3.4 indices de crescimento

Baseado nos dados observados para area foliar e matéria
secalfresca dos diferentes 6rgéos vegetais, realizou-se um estudo de alocagéo por indices
de crescimento. Estes indices permitem avaliar fragdes de biomassa investidos em
diferentes partes da planta 0 que pode refletir estratégias de desenvolvimento e
estabelecimento de tolerancia aos fatores fisicos ambientais estudados (dgua saina e agua
dereuso).

O pardmetro area foliar especifica (Specific Leaf Area - SLA) €
calculado dividindo-se a érea foliar total de uma planta pela massa seca de suas folhas. Os
valores encontrados nesta relagdo indicam a relagcdo entre a area e a massa foliar. Neste
experimento, ndo foi identificada diferenca significativas entre as qualidades de &gua

aplicada, bem como, entre as épocas de amostragem. (Tabela 21).

Tabela 21. Area foliar especifica - SLA (Cm2 folhas g'l MSoha) €m folhas de Ocimum
basilicum L. irrigadas com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl;
T3 - dguadereuso e T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

Area foliar especifica (SLA) (cm? folhas g™ M Stana)

Epocas
Tratamentos 1 » 2 5a & Média
T1 21297aA 203,38aA  175,07aA 18550aA 201,53aA 19570a
T2 189,358A 202,32aA  199,99aA 179,02aA 139,95aA 18214a
T3 214,82aA 199,16 A  214,21aA 202,83aA 182,27aA 202,66 a
T4 201,96aA 201,02aA  171,77aA 198,02aA 16595aA 187,75a
Média 204,78 A 201,47 A 190,26 A 191,35A 17243 A

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 15,96

Embora ndo confirmada pela andlise estatistica aparentemente, os
tratamentos salinos apresentaram uma diminuicdo da SLA na média dos tratamentos
(Tabela 21). Considerando-se apenas como uma tendéncia, este efeito confirma uma
reacd0 gue pode ser observada em muitas plantas horticolas de ciclo curto em situacéo de
estresse. Neste caso, a diminuicdo da é&rea foliar parece ser uma estratégia para resigtir ao
efeito osmatico e idnico dos sais e manter o potencia hidrico eevado.

Da mesma forma, para o tamanho da superficie fotossintética em
relagdo a massa respiratoria das plantas, obtido pela relagdo entre a area foliar/massa seca
total (Leaf Area Ratio - LAR) os menores resultados foram obtidos para os tratamentos

sdlinos (T2 e T4), embora ndo sejam significativos. Neste parametro, foi observado



75

diferencas significativas apenas entre as épocas de amostragem que gpontaram decréscimo
gradual nas médias de todas as qualidades de agua aplicada com o passar das épocas
(Tabela 22).

Tabela 22. Taxa de superficie foliar - LAR (m? folhas g* MS planta) em fol has de Ocimum
basilicum L. irrigadas com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl;
T3 - dguadereuso e T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de anostragem

Taxa de superficie foliar - LAR (m? folhasg™ M S planta)

Epocas
Tratamentos -~
12 22 42 ha 62 Média
T1 0,0117aA 0,0096 2AB 0,0071aBC 0,0071aBC 0,0058aC 0,0083 a
T2 0,01012A  0,0095 aA 0,0082aAB 0,0060aBC 0,0045aC 0,0076 a
T3 0,01122A 0,00922AB 0,0083aAB 0,0063aBC 0,0049aC 0,0080 a
T4 0,0108 A 0,00872AB 0,0064 aBC 0,0065aBC 0,0046aC 0,0074 a

Média 0,0110A 0,0092 B 0,0075C 0,0065CD  0,0050D

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 16,50

Segundo Benincasa (2003), o tamanho da superficie fotossintéica
em relacdo a massa respiratoria, representa a area foliar Util para a fotossintese, sendo
rdacdo entre a area foliar, responsavel pela interceptacdo da energia luminosa e CO-
absorvido, e a massa seca tota, resultado da fotossintese. Seria plausivel a ocorréncia do
decréscimo de LAR em plantas cultivadas sob estresse salino, como mecanismo para
diminuir a perda de agua em funcdo da elevada &ea foliar. No entanto, gpenas na
comparagdo entre as épocas houve decréscimo gradual para todos os tratamentos, o que
provavelmente ocorreu em resposta ao desenvolvimento natural da cultura, uma vez que
isto ocorreu também para o controle (Tabela 22).

A fracdo da biomassa tota alocada nas folhas (LWR- Leaf Weight
Ratio) em O.basilicum L. (Tabela 23), demonstra que a aplicacdo do tratamento de
irrigago com maior salinidade (T4), reduziram graduamente a biomassa foliar,
aparentemente, em um ritmo mais acelerado que os demais tratamentos. Em relagdo ao
tratamento de irrigacdo com é&gua de reuso, também houve decréscimo de LWR, porém
apenas a partir da quarta época de amostragem, similar ao observado parao T2 e T1. Como
o interesse comercial desta culturabaseia-se principamente no aproveitamento das folhas,
a aplicacdo de &ua de reuso, que embora numericamente menor as meédias dos demais
tratamentos, néo afetou a LWR (Tabela 23).
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Tabela 23. LWR (g MSde folhas g™ M S total) em fol has de Ocimum basilicum L. irrigadas
com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - aguade reuso e
T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

LWR (g MSdefolhasg™* MStotal)

- Epocas
ratamentos " - 2 = & Media
T1 055aA 047 aAB 0,41 aB 0,38 aBC 0,29 aC 042a
T2 053aA 046aAB 041aBC 0,33 aCD 0,31 ab 04la
T3 052aA 046aAB 0,38 aBC 0,31 aCD 0,26 ab 0,39a
T4 0,53 aA 0,43 aB 0,37 aBC 0,33 aCD 0,27 ab 0,39a
Média 0,53 A 045B 0,39C 0,34 CD 0,29 E

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 9,64

Motos (2014), demonstrou que a agua de reuso utilizada na
irrigagdo com condutividade elétrica (CE) de 8 dS m™, foi capaz de promover reduczo de
SLA e 0 aumento de LWR em plantas ornamentais de Eugenia myrtifolia e Myrtus commun.
Entretanto, as alteracdes destas varidves sdo observados com niveis de salinidade mais
elevados do que os aplicados no presente estudo. Desta forma a avaliagdo dos indices de
crescimento ndo foi capaz de identificar significativamente ocorréncias de alteragioes

promovidas pelo aumento da salinidade neste experimento.
4.4 Composi¢ao dos nutrientes
4.4.1 Composicao dos nutrientes foliares

Dentre os fatores estudados para caracterizar os efeitos do estresse
salino, bem como a capacidade das plantas em tolerar a salinidade, deve-se atentar para o
estado nutricional das planta (DIAS; BLANCO, 2010). A elevagdo da concentracéo de Na
no solo pode interferir diretamente sobre a absorgéo radicular de outros nutrientes, como K
e Ca. Segundo Y oshida, (2002) em fungdo de compartilharem o mesmo co-transportador
membranar K e Na sdo elementos competidores durante o processo de absorcéo radicular,
desta forma o suprimento adequado de K é fundamental para minimizar a absor¢éo de Na.
Alem disso, a capacidade de maner elevados teores de K e Ca e baixos teores de Na nos
tecidos vegetais € um mecanismo chave para a maor tolerancia a salinidade (DIAS;
BLANCO, 2010).
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Neste estudo foram avaliados os efeitos das diferentes qualidades
de &gua sobre a condicdo nutricional dos tecideos vegetais, bem como, as alteractes
promovidas pelos tratamentos sobre a solugéo do solo.

A irrigacdo de O.basilicum L. com diferentes quaidades de &gua
promoveu ateragdes nas concentragdes foliares dos nutrientes enxofre (S), manganés (Mn)
ezinco (Zn) (Tabela25).

O tratamento salino 15mM NaCl (T2), reduziu a concentragéo de
de Sfoliar em comparagéo ao controle (T1), ndo diferindo dos demais tratamentos. Houve
interacdo significativa entre os fatores (tratamento de irrigacdo e épocas) apenas este
elemento que apresentou-se mais elevado para o T3 e T4 na terceira época diminuindo
significativamente na sexta época (Tabela 25). Pelo contrario, os elemento Mn, que
apresentou maior acimulo nas folhas das plantas de T2 e T4 (30 mM NaCl) e o elemento
Zn, que apresentou aumento em T4 apresentaram acumulo foliar superior ao observado em
T1. Embora ndo tenha ocorrido diferencas significativas para o elemento sodio (Na), os
tratamento que receberam NaCl T2 e T4, agpresentam concentragbes deste elemento
numericamente superiores a0 T1 e T3 (&4gua de reuso). E importante salientar que para este
elemento 0 acimulo ocorrido paraT1 e T3 sdo semelhantes (Tabela 25).

A concentracdo foliar dos elementos nitrogénio (N), fosforo (P) e
potéssio (K), foi reduzida sgnificativamente na sexta época de amostragem quando
comparada a terceira época. Pelo contrério, observou-se aumento no acumulo dos
elementos calcio (Ca), Mn e Na nas folhas durante a sexta época de amostragem (Tabela
25).

A concentracdo de nitrogénio foliar foi reduzida de forma
generalizada na sexta época de amostragem, resultado provavelmente atribuido aos eventos
de senescéncia e efeito toxico do Na e Cl liberados pela dissociacdo do NaCl.

A avaliagd dos nutrientes foliares apontou elevacdo significativa
de Naem O.basilicum L. na sexta época de amostragem em comparagao a terceira. Notou-
se que a elevacdo de Na coincide com a reducdo ocorrida para potassio (K), que também
ocorreu na sexta época de amostragem em comparacdo a terceira. Este fato pode ser
indicativo da ocorréncia de antagonismo entre K e Na, sendo que a devagdo de Na
provavelmente favoreceu a sua absor¢do em detrimento a absorcdo de K. Quando
comparados as diferentes qualidade de agua € observado maior acimulo foliar de Na nos

tratamentos salinos T2 e T4, embora eses resultados ndo sejam estatisticamente
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significativos. Interessante notar que o tratamento com &gua de reuso, embora tenha
acumulado menos Na nas folhas de manjericdo quando comparado aos tratamentos com
NaCl, também também apresentou reducdo do potéssio foliar na sexta época de
amostragem (Tabela 25).

Destacada a importancia do K em diversos processos metabdlicos
das plantas como a manutencdo do potencial osmético e controle da turgidez das células,
abertura e fechamento dos estdmatos, melhor eficiéncia no uso da &gua, resisténcia a seca,
geada e salinidade, entre outros (TAIZ; ZEIGER, 2013), é esperado que a absor¢do de ions
competitivos ocorra em condi¢des desfavoraveis a absorcdo de K, como por exemplo, em
ata concentragdo do ion competidor.

Destaforma arelacéo da concentracéo de K e o ion competitivo Na
pode demostrar a habiliade das plantas em preferir o K ao invés do ion danoso Na em
condicOes de salinidade. A manutencdo desta relagdo em valores elevados é um indicativo

da capacidade das plantas em tolerar a salinidade (Y oshida, 2002).

Tabela 24. Relagdo foliar de K/Na em plantas de Ocimum basilicum L. irrigadas com
diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - dguade reuso e T4 -
30 mM NaCl) em diferentes épocas de anostragem

Epocas
Tratamentos o
32 62 Meédia
T1 252,22 aA 110,88 aB 181,55 a
T2 197,81 aA 87,44 aB 142,63 a
T3 261,11 aA 103,00 aB 182,05 a
T4 214,80 aA 80,02 aB 147,41 a
Média 231,48 A 95,33B

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 35,39%

Quando analisada a relagdo K/Na observase que ndo houve
ateracdo significativa entre as diferentes qualidades da &gua de irrigagdo. Somente houve
reducdo dignificativa destes valores na sexta época na média dos tratamentos. Este
resultado indica uma provével capacidades das plantas de O.basilicum L. evitar o acimulo
de Na nas folhas mesmo nos tratamentos com condigdes de salinidade mais elevada T2 e
T4. Este processo pode ser melhor analisado quando considerado o acimulo de sodio

ocorrido nas raizes das plantas.
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Tabela 25. Composicéo dos nutrientes das folhas de Ocimum basilicum L. irrigadas com diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15
mM NaCl; T3 - &guadereuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de amostragem

Elemento Epoca Tratamentos Média CV% Elemento Epoca Tratamentos Média CV%
gkg' " T1 T2 T3 T4 ° mgkg® " T1 T2 T3 T4 0

32 20bA  22abA 2538A 23 abA 22A 32 BaA 38aA 47 A 41 8A 40 A

N 62 15aB 14aB 16 aB 13aB 15B B 62 44 aA 43 8A 42 aA 38aA 42 A
M édia 17a 18a 20a 18 a 10,4 Meédia 3Ha 40a 45a 40a 16,53

32 1,8aA 1,78A 19a8A 19a8A 18A 32 5,0 8A 5,0 8A 5,0 aA 5,0 aA 50A

P 62 1,3aB 1,4aB 1,2aB 1,2aB 13B Cu 62 4,6 aA 4,0aB 5,0 aA 4,6 aA 45A
M édia 15a 15 a 16a 15a 9,37 Média 48a 45a 50a 48a 12,05

32 13aA 13aA 15aA 14 aA 14 A 32 138aA  130aA 153aA 1422A  141A

K 62 102A 11aA 102A 11aA 11B Fe 62 145aA  142aA  143aA  150aA  145A
Média 12a 12a 13a 13a 19,61 Meédia 142 a 136a 148 a 146 a 17,61

32 15aB 19aA 19aA 19aA 18B 3@ 30aA 45aB HaB 48aB 39B

Ca 62 21 aA 21aA 21aA 21 aA 21A Mn 62 45 bA 72 8A 62abA  67abA 61A
M édia 18a 20a 20a 20a 14,77 Meédia 38b 58 a 49 ab 57a 21,78

32 7 aA 8aA 9aA 102A 8,73 A 32 3HaA 41 aA 39aA 46 aA 40 A

Mg 62 8 aA 102A 9aA 92A 9,59 A Zn 62 BbA  46aA  43abA 49 aA 43 A
M édia 7a 9a Q9a 10a 17,86 Meédia 34b 44 ab 41 ab 48 a 16,14

32 23abA  19bA 25abA 25aA 2,3A 32 53 aA 70 8A 60 aA 76 aA 65B

S 62 2,28A 15bA  16bB 1,6bB 1,8B Na 62 100aA 1362A 103aA 136aA  119A
Média 23a 1,7b 20ab 21lab 11,08 Meédia 76a 103 a 8la 106 a 51,03

As médias seguidas pela mesma letra minGsculas na linha e mailsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre s pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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4.4.2 Concentracdo de nutrientesnaraiz de O. basilicumL.

Nas analises de nutrientes das raizes em plantas O.basilicum L., as
diferentes qualidades de &gua, promoveram ateragdes na concentracdes dos elementos K,
Na, N, P, Mg e Zn . O acimulo radicular de K, foi reduzido nos tratamentos com NaCl e
agua de reuso quando comparado ao controle de forma semelhante o acimulo de Mg foi
reduzido nestes tratamentos, embora T2 ndo tenha diferido do controle.

T2 e T3, também apresentaram acUmulo elevado de N na raiz
sendo edtatisticamente superior aT1 e T4. O acimulo de P, foi maior nos tratamentos com
NaCl e T3. Entretanto, apenas T2 diferiu do controle. O elemento Zn, apresentou acimulo
significativamente superior em T2 em comparagdo a T1 e T3 (Tabela 27).

A concentragéo radicular de N, P, K, Mg, Cu e Zn, foi reduzida
significativamente na sexta época de amostragem quando comparada a terceira época. Pelo
contrério, observou-se aumento no acimulo dos elementos Ca, B e Fe nas raizes durante a
sexta época de amostragem. Néo houve interacdo significativa entre os fatores (tratamento
de irrigacdo e épocas) para nenhum dos elementos avaliados (Tabela 27).

Os resultados obtidos demonstram acumulo significativamente
superior de Na nos tratamentos salinos em comparagéo a T1. T3 ndo diferiu de T1,
indicando que este tratamento ndo promoveu acimulo de sais nas raizes de O.basilicumL.

Quando considerado que ndo houve acumulo significativo de Na
nas folhas de O.basilicum L., mesmo nos tratamentos onde o acimulo deste elemento foi
significativamente maior nas raizes, deve-se considerar que estas plantas de alguma forma
evitam a eevacdo deste elemento para as folhas, pelo menos nos niveis de salinidade
estudados. Tester e Ravenport (2003), Jhaet al. (2010) relatam que a tolerancia das plantas
a salinidade pode ocorrer através de mecanismos distintos. a resisténcia celular individual,
normalmente por compartimentalizacdo do Na nos vacUolos das células e ainda
mecanismos de raparo de danos. Estes mecanismos podem afetar todas as células
conferindo a planta, como um todo, resisténcia a salinidade. Controle da movimentagdo do
Na entre os diferentes tecidos das plantas, impedindo por exemplo que 0 excesso de sais
atinjaasfolhas, ou ainda, a habilidade de excluir o Naradicular.

Neste estudo processos de toleréncia parecem estar acontecendo de
forma associada. Em primeira insténcia o Na absorvido pelas raizes ndo alcanca na

totalidade as folhas. De outra maneira as plantas respondem a presenca de Na com a
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ativacdo de enzimas de combate a moléculas oxidativas, evidenciada nas Figuras 33 e 34.
Estes mecanismos associados podem contribuir para evitar os danos da salinidade e
conferir determinado grau de tolerancia das plantas a salinidade.

A andlise darelagdo K/Na nos tecidos radiculares demonstrou que
os tratamentos salinos T2 e T4 e a agua de reuso T3 promoveram reducdo significativa
desta relacdo em comparacdo ao controle em ambas as épocas de avaiagcdo. Da mesma
forma para as médias dos tratamentos o tratamento controle foi superior aos demais nesta

variavel.

Tabela 26. Relagéo radicular de K/Na em plantas de Ocimum basilicum L. irrigadas com
diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - dguade reuso e T4 -
30 mM NaCl), em diferentes épocas de amostragem

Tratamentos Epocas
3 62 Média
T1 2,58 aA 1,89 aB 223a
T2 0,66 bA 0,25 bA 0,45 b
T3 0,97 bA 0,55 bA 0,76 b
T4 0,41 bA 0,31 bA 0,36 b
Média 115A 0,75B

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 37,11

Em T2 areducéo desta relagéo esta associada a elevagdo do teor de
Na nos tecidos, uma vez que, a concentragdo de K ndo foi significativamente reduzida.
ParaT4 aqueda dos valoresde K/Nafoi promovida pela significativa queda do teor de K

nos tecidos das raizes, evidenciando o efeito antagbnico entre estes dois € ementos
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Tabela 27. Composi¢do dos nutrientes das raizes das plantas de Ocimum basilicum L. irrigadas com diferentes qudidades de &gua (T1 -

Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - &guadereuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de amostragem

Elemento . Tratamentos e Elemento . Tratamentos e
Epoca Média CV% Epoca Média CV%
gkg® T1 T2 T3 T4 mg kg” T1 T2 T3 T4
3@ 9bA 11aA 11aA 9bA 10A 3@ 63 aA 66 aA 718A 74aB 68B
N 62 6aB 8aB 8aB 7aB 7B B 62 80 aA 78 aA 77 8A 104 aA 85A
Média 8¢ 9ab 9a 8 bc 8,16 Média 72a 72a 74a 89a 19,99
3? 1,0bA 14aA 10abA 11abA 11A 3@ 13 8A 13 8A 13 8A 14 aA 13A
P 62 09aA 10abA 09aA 1,0aA 10B Cu 62 13 8A 11 abA 10 bA 11 abB 11B
Média 09b 12a 1,0ab 1,1ab 14,56 Média 13a 12a 12a 12a 7,95
3@ 9aA 6 abA 6 abA 5bA TA 3 34692A  2295bB  2903abB  2857abA 2881 B
K 62 7aA 4bA 5abA 3bB 5B Fe 62 4001aA  3591aA  3788aA 3638aA 3754 A
Média 8a 5b 6b 4b 21,66 Média 3735a 2943 a 3345a 3247 a 15,07
3@ 6 Ab 6B 6aB 5aB 6B 3? 60 aA 58 abA 43 abA 37bA 49 A
Ca 62 8aA 8aA 8aA 8aA 8A Mn 62 46 aA 38aB 43 2A 44 aA 43 A
Média 7a 7a 7a 6a 9,28 Média 53a 48 a 43a 40a 20,15
3@ 14 8A 9bA 9bA 9bA 10A 3@ 56 bA 78 aA 64 abA 63 abA 65A
Mg 62 8aB 8aB 6aB 6 Ab 7B Zn 62 32bB 58 aB 33bB 48 abA 43B
Média 1la 9ab 7hb 7b 18,18 Média 44b 68 a 49b 55ab 15,72
3? 2,00A 19aA 19aA 19aA 19A 3@ 3683bA 11066 abB 8503 abA  144508A 9425 A
S 62 1,8bA 2,0bA 2,2aA 1,8bA 19A Na 62 4143cA  18366aA 9866 bcA 16266 abA 12160 A
Média 19a 19a 20a 18a 8,69 Média 3913c 14716ab 9185hc 14358 a 33,64

As médias seguidas pela mesma letra minlsculas na linha e mailsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre s pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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4.4.3 Composicdo mineral da solugédo do solo

A composi¢cdo mineral da solugdo do solo foi analisada somente ao
final do experimento na sexta época de amostragem. A comparacao entre 0s tratamentos,
demonstrou que os valores da condutividade eétrica (CE) foram proporcionais a
concentracdo de sal para os tratamentos com NaCl. A &gua de reuso, também apresentou
CE cerca de quatro vezes maior que o controle (T1), devido a sua concentracéo salina,
principalmente de Na (Tabela 28). Os teores de Na foram significativamente elevados em
T4 e T2, diferindo de T1 e T3 que ndo diferiram entre si.

T4 e T2 tambem apresentaram elevacdo significativa de Ca
diferindo de T1. Esta elevacao foi detectada para &gua de reuso (T3) porém este tratamento
néo diferiu dos demais para o acimulo deste nutriente (Tabela 28).

Conforme ja discutido na andlise nutricional em folhas de O.
basilicum L., a presenca de sais adicionais na agua de reuso pode estar impondo taxas de
antagonismo entre estes cétions e o Na liberado em massa pela dissociacéo do NaCl. No
caso de &gua de reuso, como ja especificado anteriormente, ha presenca de Na devido a
origem de sua captacéo na edtacdo de tratamento de esgosto (ETE). Entretanto nos
tratamentos salinos a concentracdo deste elemento € superior.

O aumento da concentragéo de sais ha solugéo do solo em torno das
raizes induz o aumento no fluxo de ions na diregcéo das células da epiderme, acarretando na
elevacdo das concentragbes iGnicas no apoplasto, nas proximidades da membrana
plasmética (SILVEIRA et a., 2010). A existéncia de tranpostadores especificos de
membrana promove a entrada de ions para o citosol. No caso do K e do Na, que
compartilham o mesmo transportador, a ligac8o dos sais ao transportador de membrana é
facilitada pelo aumento da concentracdo dos ions na solugéo do solo. Entretanto o aumento
desproporcional da concentragdo dosions irafavorecer o transporte do mais concentrado.

Neste estudo a concentracdo do ion K na solugdo do solo foi
numericamente mais elevada nos tratamentos salinos, indicando uma menor absorgéo deste
ion por parte das plantas nestes tratamentos. Esta informacdo torna-se mais consistente
quando observado que a concentragdo de K é numericamente inferior nos tecidos
radiculares das plantas dos mesmos tratamentos. Este resultado € um indicativo da

ocorréncia de antagonismo entre Nae K.



O demento fosforo (P) foi significativamente superior no
tratamento T2 quando comparados a T3 e T4. Embora ndo significativos, os cations como
K e Mg foram numericamente inferiores no tratamento T1 (Controle). Da mesma forma, a
concentracdo de calcio (Ca) foi inferior em T1 em comparagcdo a0s tratamentos que
receberam NaCl (T2 e T4). Para 0 demento Na, houve acimulo significativamente
superior nos T2 e T4 sendo mais elevado em T4. O acimulo de Na em T3 ndo diferiu do
T1(Tabela 37).

Tabela 28. Composicéo mineral, pH e condutividade elétrica da solugdo do solo durante
cultivo de Ocimum basilicum L. ao final do ciclo vegetativo

P K Ca Mg Na pH CE
Tratamentos ug L ms it
T1 063a 766a 2766b 1466a 11333¢c 755a 0,23c
T2 067a 1400a 142,33a 7500a 30600,00b 695a 277b
T3 054b 933a 8633a 5466a 465666c 752a 091c
T4 054b 1266a 13533a 7300a 7293334a 6,79a 472a
CV% 6,54 26,71 39,67 51,55 20,74 515 28,14

As médias seguidas pela mesma | etra na coluna néo diferem estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

Os valores da CE foram proporcionais a concentracdo de sal, sendo
mais elevados para os tratamentos suplementados com NaCl (T2 e T4). A &gua de reuso

(T3), ndo diferiu do T1. Os tratamentos ndo ateraram o pH da solugdo do solo (Tabela 28).
4.5 Trocas gasosas e fluor escéncia da clor ofila
4.5.1 Trocas gasososas: Fotossintese e condutancia estoméatica

Vérios autores tem avaliados parémetros como a fotossintese,
condutancia estomética, fluorescéncia, indices relativo de clorofila entre outros parémetros,
para mensurar a resposta fisioldgica da salinidade nas plantas (NIU; CABRERA, 2010;
CHAVES et al., 2011; ALVAREZ et d., 2012). Entretanto, da mesma forma que os
indices de crescimento, os pardmetros avaliados para trocas gasosas parecem ndo ter sido
suficientemente sensiveis para indicar alteracGes promovidas pela aplicacdo das diferentes
quaidades de &gua do presente estudo. Como relatado para vérias espécies, 0 sd e seu
efeito osmético e idnico podem interferir com as trocas gasosas, principalmente

assimilag&o liquida de CO, e conduténcia estomética. Entretanto, mesmo o tratamento de
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30 mM de NaCl parece néo ter sido estressante o suficiente para induzir este efeito de
forma mais evidente mesmo promovendo reducdo leve do potencial hidrico (yw) das
plantas.

Desta forma os resultados dos parametros de trocas gasosas néo
evidenciaram grandes alteracbes em funcdo da aplicacdo dos tratamentos de irrigagcéo
suplementados com NaCl e agua de reuso. As avaliagOes de todos 0s parédmetros de trocas
gasosas como: assimilacdo liquida de CO, (A), condutancia estomética (gs), concentracao
intercelular de CO; (Ci) e transpiragéo (E) ndo apontaram efeito significativo da aplicacéo
dos tratamentos com diferentes qualidades de agua de irrigacéo (Tabeas 29, 30, 31 e 32).
Da mesma forma quando avaliada a interacdo entre as diferentes qualidades de agua
aplicada e épocas de amostragem, ndo foi encontrada significancia para os parametros
avaliados.

Tabela 29. Assimilacdo liquida de CO, (A) (umol CO; m? s?) em plantas de Ocimum
basilicum L. irrigadas com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl;
T3 - dguadereuso e T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de anostragem

Assimilaco liquida de CO- (A) (umol CO, m? sY)

Epocas
Tratamentos -

12 22 32 42 5 62 Média
T1 2507aA 18, 72aB 1530aB 887aC 7,01aCD 445aD 1324 a
T2 21,63aA 18,05aA 1250aB 8,76aBC 7,70aC 5,71aC 12,39a
T3 2345aA 16,28aA 1282aBC 9,82aC 891aCD 555aD 128la
T4 2453aA 1513aA 13,08aB 11,20aC 7,24aCD 4,60aD 12,63 a

M édia 2367A 17,05B 13,43C 9,66 D 771D 508E

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% =12,95

Tabela 30. Condutancia estomética (gs) (mol HO m? s%) em plantas de Ocimum
basilicum L. irrigadas com diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl;
T3 - 4guadereuso e T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

Condutancia estomatica (gs) (mol H,0 m?s?)

Epocas
Tratamentos o

12 22 32 42 ha 62 Média
T1 0,43aA 0,39 aA 0,33 aA 0,12 aB 0,06aB 006aB 0,23a
T2 0,38aA 0,36 aA 0,26 aA 0,10 aB 0,08aB 007aB 0,21a
T3 0,33aA 030aAB 0,23aBC 0,14aCD 0,10aCD 0,05aDb 0,20a
T4 047aA 0,31aB 0,30 aB 0,15 aC 0,07aC 005aC 0,22a

M édia 0,42 A 0,34B 0,28B 0,13C 0,08 C 0,06 C

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 27,57
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Tabela 31. Transpiracdo (E) (mmol H,O m? s') em plantas de Ocimum basilicum L.
irrigadas com diferentes qualidades de égua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - &guade
reuso e T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

Transpiracdo (E) (mmol H,0 m™?s?)

Tratamentos Epocas
12 28 32 42 58 62 Média
T1 999aA 902aA 5,60aB 1,77aC 124aC 1,00aC 4,77 a
T2 913aA 7,258AB 480aB 1,71aC 157aC 126aC 429a
T3 866aA 721aAB 459aBC 190aCD 178aD 1,11aD 42la
T4 991aA 7,00aB 489aBC 227aCD 137aD 105aD 442a
Média 942 A 7,62 B 497 C 191D 149D 111D

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre s pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV%: 25,27

Tabela 32. Concentracdo intercelular de CO, (C) (umol CO? mol ar™) em plantas de
Ocimum baslicum L. irrigadas com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15
mM NaCl; T3 - dguadereuso e T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem

Concentragso intercelular de CO, (C;) (umol CO? mol ar™)

Tratamentos Epocas
12 22 32 42 52 62 Média
T1 256,098AB 279,86 aA  280,55aA 246,37 aAB 199,29aB 244,97 aAB 251,19a
T2 255,55aAB 266,76 aAB 284,14 aA 233,88aAB 222,78aB 250,90aAB 252,33 a
T3 252,41aA  26866aA 277,39aA 249,85aA 224,87aA 24931aA 253,75a
T4 264,67aA  281,75aA 278,75aA 237,04 aAB 202,65aB 242,97aAB 251,3la

Média 257,18 ABC 27426 AB 280,21 A 241,79CD 2124D 247,04BC

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV%: 9,88

Para todos os parametros avaliados houve efeito significativo entre
as épocas de avaliacdo sobre os resultados obtidos. A, gs e E foram reduzidos
significativamente conforme avanco das épocas de avaliagdo (Figura 30). A varidvel C; foi
significativamente reduzida em todas as diferentes qualidades de agua na quinta época de
avaliacdo, com excegdo do tratamento com &gua de reuso (T3) que manteve-se elevado em
todas as épocas (Tabela 32).
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Figura 30. Trocas gasosas: Assimilacéo liquida de CO, (A); condutancia estomética (gs);
concentracdo intercelular de CO; (Ci) e transpiragéo (E) em plantas de Ocimum basilicum

L. irrigadas com diferentes qudidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - &gua
dereuso e T4 - 30 mM NaCl) em diferentes épocas de amostragem.

Segundo Larcher (1995) diversos processos celulares séo afetados
pela reducéo do v, anteriormente a fotossintese, como a expansdo celular e outros
processos sensiveis a perda de turgidez das células. Desta forma, o carbono assimilado e
néo utilizado para o crescimento poderia ser adocado para outros processos (HERMES;
MATSON, 1992). Resultados semel hantes foram encontrados por Tarchoune et al. (2012b)
que observou reducdo de A, E e gsem fungdo dairrigagdo do O. basilicum L. com NaCl

apenas na concentracdo de 50 mM, ndo observando efeito em concentragbes menores.
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4.5.2 Fluorescéncia da clorofila no fotossistema Il - FSII (Fu/Fp)

Os pardmetros associados a fluorescéncia da clorofila foram
efetivos em indicar a ocorréncia de alteragOes promovidas pela aplicagdo dos tratamentos.
O parémetro F, (fluorescéncia minima ou inicial) representa a emissdo de luz pela
molécula de clorofila “a” quando esta encontra-se em estado de excitacdo anterior a
dissipagdo da energia para os centros de reacdo do fotossistema Il, em uma condi¢do em
que todos os aceptores de elétrons quinona (Qa) estejam em estado oxidado, sendo que esta
forma de dissipacdo de energia ocorre independentemente dos eventos fotoquimicos. Este
par@metro € utilizado como referéncia para a determinacdo dos demais parémetros
relacionados a fluorescéncia, entretanto F, pode ser alterado por fatores que aterem a
estrutura dos pigmentos fotossintéticos ou em caso de danos aos centros de reacéo do
fotossistemall (MATHIS; PAILLOTIN, 1981; KRAUSE;WEIS, 1984; CONRQY, 1986).

As medidas de fluorescéncia de clorofila tiveram o objetivo de
avaliar se os tratamentos (T2 e T4) suplementados com 15 e 30 mM NaCl respectivamente
poderiam provocar danos ao aparato fotossintético, em funcdo do aumento da concentracao
de NaCl na agua de irrigacdo ou mesmo devido a carga ibnica na agua de reuso (T3)
(Tabela 33).

Esta hipétese ndo foi confirmada edatisticamente, pois quando
avaliado isoladamente as diferentes qualidades de &gua aplicada, ndo houve ateracdo
significativa em nenhum pardmetro relacionado a fluorescéncia da clorofila (F,, Frn €
F./Frm). Embora tenha promovido uma redugdo numérica nos tratamentos T2 e T4 para a
variavel F/Fn, (Tabela 33).

Quando avaliada a interacdo das diferentes quaidades de agua vs.
épocas de amostragem, evidencia-se uma reducdo significativa dos tratamentos salinos (T2
e T4) especificamente na quarta época quando estes diferiram dos demais, indicando a
ocorréncia de estresse nestes tratamentos (Tabela 33). A variavel F./Fp, reflete a maxima
eficiéncia do fotossistema Il e € uma boa medida da satide do FS Il. Valores 6timos de
FW/Fm medido em vérias espécies encontraram-se proximos de 0,83 (BJORKMAN;
DEMMIG, 1987). Na quinta e Ultima época de avaliagdo, estes tratamentos reassumiram
valores de plantas saudaveis. Para o tratamento controle (T1) e &gua de reuso (T3) ndo

foram verificadas alteragbes significativas de F./F,, em fungdo de quais quer fatores
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avaliados. Schottler et a. (2002) encontraram uma dréstica reducdo de F./Fn apos
salinizagdo das plantas.

Tabela 33. Fluorescéncia minima (F,), Fluorescéncia maxima (Fr,) e Maxima eficiéncia do
fotossistema Il (Fv/Fm) em Ocimum basilicum L. irrigadas com diferentes qualidades de
agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - guadereuso e T4 - 30 mM NaCl)

Fluorescéncia Minima (escuro) (Fo)

Epocas
Tratamentos 3 42 52 Média
T1 453,75 aA 388,82 bcA 430,94 aA 42450 a
T2 333,32 aB 752,01 aA 391,41 aB 492,24 a
T3 371,24 aA 315,45 cA 558,66 aA 41511 a
T4 393,27 aA 632,11 abA 491,57 aA 505,65 a
Média 387,89 A 522,1 A 468,14 A
CV% 29,19
Fluorescéncia Méxima (escuro) (Fm)
T1 2340,05 aA 2581,1 aA 2571,73 aA 249763 a
T2 2262,62 aA 2580,69 aA 2357,63 aA 2400,31 a
T3 2318,73 aA 2405,81 aA 2338,43 aA 2354,32 a
T4 221353 aB 2510,51 aAB 2683,59 aA 2469,21 a
Média 2283,73 B 251953 A 2487,84 AB
CV% 8,36
M axima Eficiéncia do Fotossistema Il (Fy/Fp,)
T1 0,80 aA 0,85 abA 0,83 2A 0,83 a
T2 0,85 aA 0,71 cB 0,83 2A 0,79 a
T3 0,84 aA 0,87 aA 0,76 aA 0,82 a
T4 0,82 aA 0,75 bcA 0,81 aA 0,79 a
Média 0,829 A 0,794 A 0,81 A
CV% 6,57

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre s pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Neste estudo houve eevacdo de F, nas plantas irrigadas com T2 e
T4 na quarta época, o que pode indicar a ocorréncia de injurias as moléculas de clorofila,
bem como ao centro de reacdo do fotossistema Il. A elevacdo em F, nestes tratamentos
refletiu em reducdo da maxima eficiéncia quéntica do fotossisgema Il (F./Fn) (0,71 para
T2 e 0,75 para T4), o que segundo Bjorkman e Demmig (1987) é um indicativo da
ocorréncia de estresse, uma vez que para plantas saudaveis os valores destarelacéo situam-
se préximos a 0,83. Na Ultima avaliagdo, os valores para estes dois tratamentos

restabeleceram os valores considerados normais. Por outro lado, as plantas irrigadas com
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agua de reuso ndo apresentaram alteracdes nos parametros da fluorescéncia semelhante as
plantas irrigadas com &gua deionizada (T1) (Tabela 33).

Tratamentos estressantes como a salinidade, podem desencadear
dteragdes no sistema de transporte de eétrons no gparato fotossintético, ocasionando a
emissdo de fluorescéncia de clorofila em nivel do FSII. Em outros trabalhos com
manjericdo, este parametro ndo foi capaz de revelar a ocorréncia de estresse salino.
Tarchoune et al. (2012 &) e Tarchoune et al. (2012 b) conduziram experimentos com
manjericdo com irrigagcdo salina de 50 mM, ou segja, superior a maior concentragéo salina
utilizada no presente ensaio (30 mM NaCl) e ndo detectaram alteragdes de F./Fm, 0 que,
segundo 0s autores, parece ser devido a um gjuste osmaético nos tecidos para suportar 0
efeito ibnico do sal. Entretanto, quando considerada a avaliacéo do indices relativo de
clorofila (IRC) que é um dos parametros utilizados para identificar a toleréncia das plantas
a salinidade verifica-se reducdo deste indices a partir da quarta época de amostragem nos

mesmos tratamentos onde foi verificada reducéo darelacdo F./Fn, (Tabela 33).
4.6 Indicerelativo de clorofila

As plantas de O. baslicum L. apresentaram alteracOes
significativas do indice relativo de clorofila (IRC) quando comparadas as diferentes
qualidades de &gua aplicada. A comparacdo entre as médias deste fator gponta reducéo
significativa de IRC promovido pelo tratamento salino suplementado com 15mM NaCl
(T2) em comparagdo ao tratamento controle (T1) e &gua de reuso (T3). Numericamente T3
obteve a maior média de |RC dentre os tratamentos (Tabela 34).

Houve efeito significativo na comparagéo entre as épocas de
amostragem sobre IRC. A avaliacdo da sexta época apontou reducdo sgnificativa de IRC
em comparacdo a primeira e quarta época. Da mesma forma, foi encontrada interacéo
significativa entre as qualidades de &gua vs. épocas de amostragem. Na quarta época de
avaliacdo T2 foi significativamente menor que T1, ndo diferindo dos demais tratamentos.
Na sexta época T2 foi significativamente reduzido em relacdo a T3, ndo diferindo dos
demais (Tabela 34).
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Tabela 34. Resultados médios do indice relativo de clorofila (SPAD), em folhas de
Ocimum baslicum L. irrigadas com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15
mM NaCl; T3 - dguadereuso e T4 - 30 mM NaCl)

Epocas
Tratamentos 1 22 & Média
T1 20,8 @A 24,3 aA 15,3 abB 20,1a
T2 21,7 A 19,6 bA 11,0bB 17,40
T3 23,3 aA 23,8 A 16,1 aB 211a
T4 24,4 8A 20,0 abB 13,6 abC 193 ab
Média 22,6A 219A 140B

As médias seguidas pela mesma letra minuscul as na coluna e maiUsculas na linha ndo diferem estatisticamente
entres pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 10,31.

Embora ndo sga edtatisticamente significativo, € interessante
ressaltar que T1 e T3 aumentaram IRC na quarta época em comparagdo com a primeira
época, reduzindo este indice apenas na sexta €época, a0 passo que T2 e T4 foram
gradativamente reduzidos na quarta e sexta época (Tabela 34), evidenciando um provével
efeito cumulativo de sais deletério a edtrutura fotossintética das plantas, em especial as
moléculas de clorofila

Nestes tratamentos (T2 e T4) ocorreu a elevagdo do Na nos tecidos
foliares (Tabela 25), que embora ndo significativo, é numericamente superior aos
tratamentos controle e &gua de reuso, portanto a diminuicdo de IRC é provavelmente
devido a elevagdo do Na nestes tecidos. Além disso, segundo Didonet et a. (2005) a
reserva nutricional da planta, principamente o elemento nitrogénio, esta relacionada com o
teor de clorofila, sendo o nitrogénio o componente da molécula nos cloroplastos.
Provavelmente, para estes tratamentos salinos, a molécula de clorofila (apbs sua
degradacéo) poderia se constituir como fonte alternativa para suprir a demanda maior por
nitrogénio (N). Como ndo € observada reducdo do N foliar em nenhum tratamento
especifico, é provavel que o N proveniente da degradacdo das clorofilas tenha sido
realocado para a producéo de proteinas, como enzimas relacionadas a prevencéo de danos
oxidativos. De outra forma, como recurso adaptativo ao estresse no sentido de economia de
energia e menor captacéo de energia luminosa para evitar o0 estresse oxidativo, e ndo um
efeito danoso em g, as plantas podem reduzir a biossintese de clorofila (SILVEIRA et al.,
2010).

A &ua de reuso, embora concentre niveis salinos, parece ter
evitado a remobilizacdo de N da molécula de clorofila para outros processos fisiol 6gicos,

evitando assim, aquedade IRC. A reducdo do IRC pode ser um sintoma da ocorréncia de
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estresse oxidativo, uma vez que o acimulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) é
responsavel pela oxidacdo de pigmentos fotossintéticos, lipideos de membrana, proteinas e
&cidos nucléicos (SMIRNOFF, 1995).

4.7 Andlises bioguimicas
4.7.1 Determinagéo do teor de proteina solavel total (PST)

Em condicOes de estresse as plantas iniciam reagbes em cascata
visando desarmar eventos oxidativos em nivel citossolico, mitocondria e cloroplastidal.
Estes ambientes celulares, devido a sua alta atividade metabdlica sdo passiveis deiniciar a
ativagdo de um sistema de resposta antioxidativo (SRA). Este sistema é composto por
enzimas que visam dismutar espécies reativas de oxigénio (ERO), protegendo assim os
congtituintes celulares e sistemas de membranas. A sdinidade € uma modaidade de
estresse fisico capaz de induzir a explosdo oxidativa em vérias espécies vegetais. Desta
forma a medida da ativagdo dos diversos processos relativos a defesa antioxidativa das

plantas constitui uma ferramenta eficiente para identificar a ocorréncia de estresses.
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Figura 31. Valores médios para a concentracdo de proteina solGvel total (mg g* MFF) em
folhas de Ocimum basilicum L. irrigadas com diferentes quaidades de &gua (T1 - Controle;
T2 -15 mM NaCl; T3 - &gua de reuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de
amostragem. As médias seguidas pela mesma letra minlsculas representa a comparagao
entre tratamentos e letras mailsculas comparam as épocas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. CV% = 33,25.

A avaliac8o do teor de proteina sollvel total (PST) em folhas € um
indicador de referéncia utilizado para o calculo da atividade de vérias enzimas. A
concentragdo de PST, apontou efeito significativo na média somente para épocas de
amostragem sobre as plantas de O.basilicum L, reduzindo gradativamente no decorrer das
épocas avaliadas (Tabela 35). N& houve diferencas significativa na interagdo entre os

tratamentos (Figura31).



Tabela 35. Valores médios da concentracdo de protéina soltvel tota (mg g* MFF) em
folhas de Ocimum basilicum L .irrigadas com diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle;
T2 -15 mM NaCl; T3 - &gua de reuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de
amostragem

Epocas
Tratamentos 3 2 b 5a & Média
T1 3,28 aA 2,95 aA 2,34 aA 2,79 aA 284 a
T2 4,10 aA 243 aAB 1,94 aB 1,17 aB 241 a
T3 4,70 aA 3,45 aAB 253 aB 1,84 aB 313a
T4 3,45 aA 2,29 aA 1,76 aA 153 aA 226 a
Média 3,88 A 2,78 B 2,14B 183B

As médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem
estati sticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, CV% = 33,25

4.7.2 Determinagao do teor de L-prolina

O actmulo de L-prolinatem sido associado areagdes de tolerancia
a estresses fisicos, constituindo-se em composto osmoregulalador. No presente ensaio,
interassava saber se esta estratégia poderia estar sendo utilizada pelas plantas, em
cooperagao com a ativagdo do sistema de resposta antioxidativo e outras reagdes descritas.

O teor de L-prolina foi afetado significativamente pela interagéo
entre os fatores. Na terceira época de amostragem o tratamento de irrigacdo T3 (Agua de
reuso) foi significativamente superior a T4 (30 mM NaCl) ndo diferindo dos demais
tratamentos. Na sexta época T2 (15 mM NaCl) apresentou maior teor de L-prolina do que
0s demais tratamentos de irrigagdo. Embora ndo seja estatisticamente significativo,
observou-se um aciimulo de prolina na média dos demais tratamentos de irrigacdo quando
comparados ao controle (T1) (Tabela 36).

Tabela 36. Valores médios da concentragdo de L-prolina (umol g* MF) em folhas de
Ocimum baslicum L. irrigadas com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15
mM NaCl; T3 - dguadereuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de amostragem

Tratamentos Epocas
32 42 58 62 Média
T1 0,53 abA 0,47 aA 0,44 aA 0,48 bA 0,48 a
T2 0,49 abB 0,44 aB 0,54 aAB 0,65 aA 0,53 a
T3 0,58 aA 0,50 aAB 0,44 aB 0,44 bB 0,49 a
T4 0,43 bA 0,53 aA 0,51 aA 0,47 bA 0,49 a
M édia 051 A 0,49 A 0,48 A 051 A

As médias seguidas pela mesma |etra minuscul as na coluna e maiUsculas na linha ndo diferem estatisticamente
entre s pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 10,53.
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O acumulo de L-prolina considerado um composto osmoregulador
associado a reagOes de tolerdncia a estresses fisicos, favorece muitas espécies no
austamento osmotico e protecdo celular, mas pode ser simplesmente um efeito de
distarbio metabdlico provocado pelo estresse (SILVEIRA et d., 2010).
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Figura 32. Concentragdo de L-prolina (umol g* MF) em folhas de Ocimum basilicum L.
irrigadas com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - aguade
reuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocasde amostragem. As médias seguidas pela
mesma letra mindsculas representa a comparagdo entre tratamentos e letras maiulsculas
comparam as épocas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 10,53.

No presente ensaio, interassava saber se esta estratégia poderia
estar sendo utilizada pelas plantas, em cooperagdo com a ativagdo do sstema de resposta
antioxidativo e outras reagdes descritas. Entretanto, esta estratégia parece ndo ter sido
efetiva, pelo menos nos niveis de salinidade estudados, uma vez que o aumento de L-
prolina observado para T3 em relacdo a T4 na terceira época de avaliagdo, foi diluido nas
épocas seguintes (Figura 32).

Segundo Marur et a. (1994), o decréscimo da concentragdo de

proteinas dos tecidos vegetais poderia tanto representar diminuigdo da biossintese quanto a
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sua degradacdo com consequente aumento nos niveis de aminoéacidos livres. Segundo
Meloni et a. (2001) o acimulo de aminoécidos é varidvel entre as espécies e esta
associado, por muitos autores, a protecéo sob condi¢bes salinas. Os aminoacidos como
cigeina, arginina e metionina sdo reduzidos quando as plantas sdo estressadas com NaCl,
outros aminoacidos como a valina, isoleucina aspartato e prolina, s8o aumentados em
condi¢des de estresse salino (ELSHINTINAWY ; ELSHOURBAGY, 2001). Destaforma, a
auséncia da concentragdes de L-prolina demonstra que as plantas ndo foram submetidas a

condicOes de estresse suficientemente elevadas a ponto de ocasionar actimulo de L-prolina.
4.7.3 Atividade da enzima Super éxido Dismutase (SOD;EC 1.15.1.1)

A enzima superdxido dismutase (SOD) € responsivel pela
dismutacdo do O, com a producdo imediata de H,O,, outro tipo de ERO, sendo ela
considerada a primeira linha de defesa antioxidativa enzimética, o H,O, é posteriormente
removido da célula pela agdo de diferentes peroxidases sendo uma das mais importantes a
catalase (CAT) (SILVEIRA et al., 2010).

A enzima SOD foi avaliada quanto a sua atividade em fungdo dos
tratamentos aplicados, e revelou que os tratamentos salinos (suplementados com NaCl)
podem promover incremento em sua atividade. A maior atividade da SOD foi encontrada
para o tratamento com 15mM de NaCl (T2) que foi significativamente superior ao

tratamento com agua de reuso. Nenhum destes tratamentos diferiu dos demais (Tabela 37).

Tabela 37. Valores médios da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) (Ul pg
proteina’) em folhas de Ocimum basilicum L. irrigadas com diferentes qualidades de &gua
(T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - agua de reuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes
€pocas de amostragem

Enzima super 6xido dismutase SOD (Ul pg proteina™)

Tratamentos Epocas
32 42 58 62 Média
T1 311 a8A 3,68 aA 4,59 aA 4,83 bA 4,05 ab
T2 3,072 aB 4,38 aB 5,71 aB 9,13 aA 557 a
T3 2,40 aB 3,32aAB 4,01 aAB 5,98 bA 3,93b
T4 3,00 aB 457 aAB 6,25 aA 7,03 abA 521 ab
Média 289 C 3,99 BC 514 B 6,74 A

As médias seguidas pela mesma |etra minuscul as na coluna e mai Usculas na linha ndo diferem estatisticamente
entres pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV % = 29,90.
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A atividade desta enzima também foi afetada pela interacdo entre
os fatores, sendo evidenciada especificamente na sexta época de amostragem, quando foi
significativamente superior a0 T1 e T3. Resultado este que ndo se repete nas épocas
anteriores quando n&o h& diferencas entre estes tratamentos (Figura 33). Embora néo
significativo, ambos os tratamentos salinos, apresentam elevagdo na atividade da SOD a
partir da quarta época de avdiagdo, resultado mantido até o final do experimento.

As plantas possuem um sistema antioxidante para minimizar o
efeito do estresse oxidativo, e a enzima superdxido dismutase € integrante desse sistema
(MITTLER, 2002; SCANDALIOS, 2005; FELIPE et a., 2009), sendo responsavel por
catalisar a dismutagdo de (O{" a HyO, e O,), de um radical superéxido em peréxido de
hidrogénio, desempenhando um papel importante no sistema de defesa antioxidante das
plantas (RESENDE et al., 2003; SCANDALIOS, 2005; CATANEO et al., 2005).
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Figura 33. Atividade da enzima superéxido dismutase SOD (Ul pg proteina®) em folhas
Ocimum basilicum L. irrigadas com diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15
mM NaCl; T3 - &gua de reuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de amostragem.
As médias seguidas pela mesma letra mindsculas representa a comparago entre tratamentos
e letras mailsculas comparam as épocas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. CV% = 29,90.
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Ege estudo avaliou a atividade de enzimas do sistema de reposta
antioxidativo que podem demondtrar a ocorréncia de estresse promovido pela aplicagéo
dos tratamentos que receberam NaCl, bem como da &gua de reuso. Conforme Broetto et al.
(2002), a SOD apresenta um aumento de atividade sempre que as plantas séo submetidas a
um ambiente estressante, como sdinidade, altas temperaturas, estresse hidrico, alta

intensidade luminosa, ataque fitopatogénico e ou insetos, entre outros
4.7.4 Atividade da enzima Catalase (CAT; EC.1.11.1.6)

A catalase (CAT) é a enzima responsavel por completar a
dismutacdo do peréxido de hidrogénio em agua. A aplicacdo dos tratamentos com
diferentes qualidades de &gua de irrigacdo teve efeito significativo sobre a atividade desta
enzima. O tratamento T4 com maior concentracdo de NaCl foi responsavel por promover a
maior ativagdo de CAT seguido pelo tratamento T2 menos concentrado. Estes tratamentos
suplementados com NaCl, foram significativamente diferentes entre si, diferindo também
de T1 e T3 (controle e &gua de reuso, repectivamente). Para CAT ndo houve diferenca
significativa entre T1 e T3. A comparacdo entre as épocas de amostragem revelou maior
atividade de CAT na quarta e sexta época. Houve interacdo significativa entre as
quaidades de agua e épocas de amostragem. De forma gera T4 apresentou a maior
atividade de CAT nas diferentes épocas, sendo superado numericamente apenas na sexta
época por T2, embora nesta época ndo haja diferenca significativa entre estes dois
tratamentos (Tabela 38).

Tabela 38. Valores médios da atividade da enzima catalase (CAT) (uKat pg proteina™) em
folhas de Ocimum basilicum L. irrigadas com diferentes quaidades de &gua (T1 - Controle;
T2 -15 mM NaCl; T3 - &gua de reuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de
amostragem

Enzima catalase (CAT) (uKat pg proteina™)

Tratamentos Epocas
32 42 52 62 M édias
T1 6,69 bA 7,31 bA 7,85 bA 13,64 bcA 8,87 c
T2 5,60 bB 14,64 bB 14,80 bB 24,74 aA 1494 b
T3 8,76 abA 7,12 bA 6,48 bA 9,64 cA 8,00c
T4 18,08 aA 26,90 aA 24,12 aA 21,52 abB 22,90 a
Médias 9,78B 21,18 A 8,70B 2585 A

As médias seguidas pela mesma |etra minuscul as na coluna e mai Usculas na linha ndo diferem estatisticamente
entres pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 32,10
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Diferentemente dos tratamentos que receberam NaCl, o T3 (&gua de
reuso) nao diferiu do T1 em nenhuma das épocas avaliadas, sendo o tratamento com menor
atividade da CAT em todas as épocas a partir da quarta Na sexta época avaliada, quando foi
atingido o maior tempo de exposi¢do das plantas aos tratamentos, T3 foi significativamente
inferior aos tratamentos salinos. Este tratamento manteve a atividade da CAT estavel
durante todo o experimento ndo apresentando elevacdes significativas desta enzima, resposta

anédloga ao tratamento controle (Figura 34).
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Figura 34. Atividade da enzima catalase CAT (uKat pg proteina®) em folhas de Ocimum
basilicum L. irrigadas com diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl;
T3 - &gua de reuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de amostragem. As médias
seguidas pela mesma letra minisculas representa a comparagdo entre tratamentos e letras
maiUisculas comparam as épocas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV%
= 32,10.

As plantas exibem varias respostas bioguimicas para protegéo
contra agentes oxidantes produzidos durante 0 metabolismo ou induzidos quando as

plantas sdo submetidas a condigdes ambientais adversas (MITTLER, 2002). Dentre essas
respostas a producdo de peroxido de hidrogénio (H.O,) (MITTLER, 2002; RESENDE et
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a., 2003; SCANDALIOS, 2005) esta envolvida no fortalecimento celular, sendo
necess&rio para a biossintese de lignina (RESENDE et al., 2003) dém de poder causar
danos celulares e agir como moléculas sinalizadoras, que ativam multiplas respostas de
defesa (SOARES; MACHADO, 2007). No entanto, quando ocorre a superproducdo das
espécies reativas de oxigénio como o H,O,, ocorre um estresse oxidativo nas células. Para
gue ndo ocorra a morte celular, mecanismos antioxidantes sdo ativados, como, por
exemplo, a sintese de enzimas antioxidativas.

O aumento da atividade das enzimas SOD e CAT em T2 e T4
provavelmente ocorre em resposta aos danos oxidativos evidenciados na avaliacéo de IRC,
indicando o aumento da producdo de ERO nestes tratamentos. O aumento na atividade
destas enzimas pode estar contribuindo como ferramenta de tolerancia desta espécie a este
estresse fisico, pelo menos para as concentragfes molares estudadas e indica que as plantas
de manjericdo possuem sistema de resposta antioxiadativo operante, 0 que provavelmente
esteja auxiliando as células na contencdo dos efeitos deletérios das espécies reativas de
oxigénio. Notavel que o mesmo efeito ndo tenha sido observado para o T3. A baixa
concentracdo salina do tratamento de irrigacd com agua de reuso (T3) pode ndo ter sido
capaz de iniciar 0 processo de ativagéo das enzimas antioxidativas, o que de certa forma,

pode justificar 0 uso desta &gua parafins de irrigacéo.

4.7.5 Nivel de peroxidacao delipideos

Diferentemente das enzimas anteriormente discutidas, as diferentes
quaidades de &ua ndo provocaram danos sensiveis pelo méodo MDA em nivel de
membranas (Figura 35), independentemente de nd&o haver diferencas entre os tratamentos,
T3 (&gua de reuso) foi numericamente menor aos demais. Somente houve diferencas
significativas para o fator épocas. O maior nivel de peroxidacao de lipidios foi observado na
sexta época de amostragem (Tabela 39). A interacdo entre as diferentes qualidades de agua

vs. épocas de amostragem, nao promoveu diferenca significativa nesta variavel pelo teste F.
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Tabela 39. Valores médios peroxidacdo de lipidios (mol de MDA* g MF') em folhas de
Ocimum baslicum L. irrigadas com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15
mM NaCl; T3 - dguadereuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de amostragem

Tratamentos Epocas
3? 42 52 6° Média
T1 5,344 aB 6.548aB 9.551a8AB 12.575aA 8,503 a
T2 7.773 aA 7708 A  9.429 aA 7.809 bA 8,180 a
T3 6.280 aAB 5634aB 7.388aAB 10.540 abA 7,460 a
T4 5572 aB 9524 aAB 9.364 aAB  12.206 abA 9,166 a
Média 6,242 C 7,354 BC 8,933 AB 10,782 A

As médias seguidas pela mesma |etra minuscul as na coluna e mai Usculas na linha ndo diferem estatisticamente
entre s pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 24,34 (*) Mdondialdeido.
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Figura 35. Peroxidacéo de lipidios (mol de MDA g MF™) em folhas de Ocimum basilicum
L. irrigadas com diferentes qudidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - &gua
de reuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocasde amostragem. As médias seguidas
pela mesma letra minGsculas representa a comparagdo entre tratamentos e letras
mailisculas comparam as épocas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
CV% = 24,34.

Em muitas espécies, 0s eventos oxidativos devido a estresse

ambiental terminam por provocar danos oxidativos por alteragbes da integridade das
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membranas celulares. Neste sentido 0 aumento na atividade das enzimas SOD e CAT
resultaram em menor peroxidagdo de lipidios evidenciada na sexta época de avaliagéo,
deste modo, é importante salientar a efetividade dos mecanismos de resposta antioxidativa
em O. Baslicum L.,uma vez que, os danos foram mitigados antes de serem perceptiveis

por ateragdes nas trocas gasosas ou no acimulo de biomassa.
4.8 Oleo essencial

4.8.1 Rendimento e producéo do 6leo essencial em folhas de O. basilicum
L.

Este estudo demonstrou que a irrigagéo de O. basilicum L. com
agua de reuso (T3), bem como, com &gua salina com 15 mM de NaCl (T?2) foi capaz de
elevar o rendimento do 6leo essencial. Sendo que o rendimento do 6leo essencial foi
significativamente superior nestes tratamentos em comparagdo ao controle (T1) e ao
tratamento salino com 30 mM de NaCl (T4) (Figura 36).
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Figura 36. Rendimento de 6leo essencial de folhas (base seca) de Ocimum basilicum L.
irrigadas com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - &guade
reuso e T4 - 30 mM NaCl). As médias seguidas pela mesma letra representa a comparacéo
entre tratamentos pel o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 26,20.
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N&o houve ateragdo no rendimento do 6leo essencial em fungdo
das épocas de amostragem. Da mesma forma, ndo houve interacdo sgnificativa entre as
diferentes qualidades da &guade irrigacdo e as épocas de amostragem (Figura 37).
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Figura 37. Rendimento de 6leo essencial de folhas (base seca) de Ocimum basilicum L.
irrigadas com diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - aguade
reuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de amostragem. As médias seguidas pela
mesma letra minlsculas representa a comparagdo entre tratamentos e letras mailsculas
comparam as épocas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV% = 26,20.

Correspondendo a elevacdo do rendimento do 6leo essencial em
funcdo das diferentes qualidades de &gua, T2 e T3 gpresentaram a maior producdo de 6leo
essencial juntamente com T1. O tratamento T4 reduziu significativamente a producdo do
6leo essencial em plantas de O. basilicum L. (Figura 38).

Segundo Sangwan et al. (2001) em diversas espécies produtoras de
0leo essencial, a producdo foi reduzida em funcdo do aumento da salinidade, estando este
resultado associado a reducéo da producéo de biomassa, bem como, do rendimento do
6leo essencial. Neste estudo o valor obtido para a producéo do 6leo essencial para T4 esta
associado a ambos os fatores, pois, este tratamento apresentou reducdo tanto na massa seca

de folhas (Tabela 16) quanto no rendimento do 6leo essencial (Figura 38).
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Figura 38. Rendimento do 6leo essencial da massa seca de folhas de Ocimum basilicum L.
(g planta ™) irrigadas com diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl;
T3 - aguadereuso e T4 - 30 mM NaCl). As médias seguidas pela mesma letra representa a
comparagao entre tratamentos pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV%
= 28,04.

Ansari et a. (1998) estudando o desempenho de trés gramineas em
diferentes niveis de NaCl (0, 27 e 44 mM), concluiram que a salinidade resultou na
reducdo do crescimento e producdo do 6leo essencial das plantas.

A elevacéo da producéo em T2 e T3, e a manutencéo da producéo
de massa seca de folhas nestes tratamentos contribuiram para a obtencdo dos maiores
valores da producado de 6leo essencial (Figura 38).

Os resultados obtidos ressaltam a importancia de considerar um
provavel estimulo a produgd de compostos secundarios promovido pela exposicdo das
plantas a NaCl em concentragdes que ndo sao capazes de promover efeito estressante.

Semelhante aos resultados obtidos neste estudo Oziemblowski et
a. (2013), observaram a ativagdo de enzimas antioxidativas em plantas de Baccharis
trimera expostas a NaCl. Os mesmos autores relatam que o NaCl poderia ser utilizado no
processo de diciagcdo em plantas que apresentam potencial para a producdo de metabdlitos
secundérios que possuem aplicacdes na area da agricultura e farmacéutica.
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4.8.2 Composi¢édo quimica do 6leo essencial em folhas de O. basilicum L.

A andlise do perfil quimico do dleo essencial identificou 31
congtituintes, agrupados em hidrocarbonetos monoterpénicos (6), monoterpenos
oxigenados (7), fenilpropandides (1), hidrocarbonetos sesquiterpénicos (12),
sesquiterpenos oxigenados (4), outros (1) (Tabela 40). Os (ROSADO et al., 2011)
principais componentes majoritarios do 6leo essencial de O. basilicum L. encontrados no
presente ensaio (Tabela 40) estdo de acordo com os resultados encontrados na literatura
sobre andlise do perfil fitoguimico do 6leo de O. baslicum L. (LEE et a., 2005;
CHALCHAT; OZCA, 2002; ROSADO et d., 2011)

Neste ensaio 0 congtituinte mais abundante no 6leo essencial foi o
linalol que corresponde a55,9%, seguido do 1,8-cineol com 13,3% do total do 6leo (Figura
39), que segundo Vieira et al. (2001) no género Ocimum S80 0S componentes mais

abundantes.
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Figura 39. Principais componentes majoritarios do 6leo essencial de Ocimum basilicum L.
irrigadas com diferentes qualidades de &gua (T1 - Controle; T2 -15 mM NaCl; T3 - aguade
reuso e T4 - 30 mM NaCl).
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Resultados semelhantes foram encontrados por Gonzalez-Zufiga
et al. (2011) e Rosado et a. (2011) que analisaram a constituicdo quimica do 6leo essencial
de manjericdo e obtiveram como congtituintes majoritérios o linalol apresentando teores na
faixa de 78,3 a 84,3%.

O linalol € um monoterpeno acodlico terciario de cadeia aberta
(Figura 40) utilizado com sucesso como sedativo e anticonvulsivo, aém de possuir
propriedades acaricida, bactericida e fungicida € aplicado em vérias &reas do conhecimento
humano. Por apresentar dois isbmeros em sua estrutura, tem sdo muito aplicado nas
atividades farmacoldgicas apresentando um ato valor comercid (SUGAWARA et d.,
1998; ALCANTARA et al., 2010).

Curiosamente, a presenca do composto canfeno (Tabela 40)
embora ndo significativo, corroboram com Mazutti et al. (2006) que demonstram a
presenca de canfora, um perfil quimico distinto do 6leo essencial de O. basilicumL.
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Figura 40. Estrutura quimica dos constituintes majoritérios de 6leo essencial de folhas de
Ocimum basilicum L. cv. Genovese, submetidas a diferentes qualidades de agua.



Tabela 40. Vaores percentuais dos componentes do éleo essencial de plantas de Ocimum basilicum L.

NaCl; T3 - aguadereuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de amostragem
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irrigadas com diferentes qualidades de dgua (T1 - Controle; T2 -15 mM

Tratamentos T1 T2 T3 T4 Teste F
Substancias/Epocas 22 212 52 62 | 22 12 52 62 ‘l 22 42 52 6% ‘| 22 42 52 62 T.Retencdo Tratamentos Epocas Inter ag&o
Hidrocarboneto monoterpénico (%0) (min)
a-pineno o6 06 06 06 05 07 07 07 O5 06 06 05 04 05 05 06 8,944 1,6343"° 1,4480 " 0,3703"°
canfeno 01 01 tr o1 O01 01 01 01 01 01 01 tr 02 01 01 01 9,451 0,0614"° 0,4612"° 0,5201"°
sabineno 0,6 0,6 0,6 0,6 0,5 0,6 0,7 0,7 0,5 0,6 0,6 0,5 0,7 0,5 0,5 0,6 10,234 0, 1797"° 0,0505nS 0,562nS
B-pineno 1.4 1.4 1.4 1.4 12 14 16 1,6 1,2 1.4 1.4 1,3 1,0 12 13 14 10,395 :]_,"_),931_8"S ;|_,259;|_"S (),:),l;‘,()?,"S
mirceno 1,1 1,2 1,2 11 10 12 12 15 1,1 1,2 1,2 1,2 0,5 10 12 14 10,749 1,()968"S 4,2007* 1,4719nS
limoneno 04 03 03 04 03 04 O5 05 44 04 03 04 01 04 49 04 12,255 0,6152"° 0,5858"° 1,1892™°
Monoterpeno oxigenado
1,8-cineol 143 153 133 135 122 132 155 171 90 135 136 136 116 123 8,7 154 12,350 1,3725nS 1,5819nS 0,8540nS
sabineno 02 01 01 01 02 01 01 01 O1 00 O1 01 01 01 O1 O1 13,409 0,1797"° 0,0505"¢ 0,562"°
cis-hidrato de sabineno 02 02 01 02 02 02 02 02 02 02 01 02 01 02 02 02 13,737 0,8884"° 1,1606"° 1,0603™
linalol 556 553 571 560 586 524 545 505 558 515 598 536 62,7 586 581 54,1 14,991 1,9666"S 2,8960"S 0,8833"S
isoborneol o6 06 03 04 06 03 05 04 04 07 04 03 03 05 04 03 17,857 0,3565"° 1,5657"° 0,9548"°
terpineol 11 10 09 10 09 07 07 12 09 10 09 10 08 09 10 10 18,851 0,4864"° 1,0961"° 0,9029™°
acetato de isobornila 1,7 14 06 19 06 09 1,3 1,7 07 1,7 10 1,7 06 12 1,2 08 22,848 1,0695"° 2,1332"° 1,2449™°
Fenilpropandide
eugenol 57 4,2 1,3 35 32 74 29 2,6 55 4,0 23 29 2,7 31 37 29 25,735 0,6898"S 4,9662* * 2,6267*
Hidrocarboneto sesquiterpénico
a-copaeno o1 01 01 01 02 O1 02 01 01 01 01 01 01 O1 O1 O1 26,645 0,8858™° 0,7611"° 0,7556"°
B-bourboneno 01 01 01 01 01 01 02 01 01 O01 01 02 01 02 01 01 27,027 0,9327"° 2,4755"° 1,5126"°
B-elemeno 0,6 0,8 0,7 0,6 0,8 0,7 10 0,5 0,7 15 0,6 0,9 0,7 11 0,7 0,7 27,251 o, 7070"° 1,8562"S 0, 7925"°
trans-cariofileno 01 01 tr o1 o1 01 01 O1 O1 02 O01 01 01 O01 O01 O1 28,407 0,7813™° 2,1321™° 0,5881"°
a - trans- bergamoteno 43 42 79 61 66 68 51 80 54 47 58 84 48 36 50 61 28,949 1,0000™° 1,9139"° 0,6325"°
aromadendreno 0,3 0,5 04 04 0,3 04 0,5 0,3 0,3 0,6 04 04 0,3 0,5 0,3 04 29,098 0,2728nS 3,3037* 0,8332"S
B-farneseno o5 06 05 0O5 06 05 05 04 06 08 04 05 05 06 04 05 29,74 0,2385"° 3,7746"° 0,7418™
cis-cadina-1(6),4-dieno 03 03 03 03 03 03 03 03 03 04 03 03 03 04 03 04 30,004 0,6743"° 1,0002"° 0,9404™°
germacreno D 05 07 O5 05 07 06 07 04 05 12 05 07 08 09 05 04 30,797 0,4058"° 2,2518"° 0,5726"°
a-(EE) farneseno 0,5 0,8 0,8 0,7 0,6 0,7 0,8 0,6 0,6 1,1 0,6 0,7 0,5 0,9 0,7 0,7 31,72 0,2_’_),85nS 3,7746* 0,74]_8nS
y-cadineno 19 22 2,4 2,4 19 19 22 24 2,0 2,7 2,0 23 2,0 24 23 25 32,024 o, 6974"° 3,3517* 1,0460nS
B-sesquifelandreno 04 04 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6 0,5 0,5 0,5 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5 32,335 0,34:_),9"S 1,5501nS 0, 7434
Sesquiter peno oxigenado
espatulenol 0,3 04 04 0,3 0,3 0,3 04 0,3 04 0,5 0,3 0,3 04 0,5 04 04 34,408 :]_,774:_),nS 2,9464* (),82]_5"S
1,10 - di - epi - cubenol 0,5 0,5 0,6 0,5 0,5 04 04 0,5 0,6 0,6 0,5 0,5 0,6 0,6 0,5 0,6 35,76 2,2883"S 0,5847nS 0](@:)"S
cubenol 3,9 3,8 4.4 4,1 38 35 39 3,9 4,8 51 35 29 4,3 4,7 4,2 43 36,643 0, 7823"° 0,6153nS 1, 1135"°
a-cadinol 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 37,146 1,7300™° 0,0793"° 0,8431"°
outres acetato de octila 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2 04 19,623 0,22()5"S 11,8926* 0,3047nS
Total Identificado 982 983 97,7 983 97,7 968 976 979 97,7 976 983 969 98,1 979 984 97,7
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Lawrence (1988) relata que os principais congtituintes do 6leo
essencial de Ocimum sdo produzidos em duas diferentes vias metabdlicas, acido
chiquimico (fenilpropandides) e a via do &cido mevalénico (terpenos). Segundo Mazutti et
a. (2006) os maiores congtituintes da via &cido chiquimico s3o metil-chavicol, eugenol,
metil-eugenol e cinamato de metila e pela via do &ido mevalénico, linalol e geraniol.

A proporcdo relativa dos componentes do 6leo essencial foi
influenciado significativamente pelas épocas de amostragem apenas para 0S componentes
expostos na Tabela 41. De forma geral os componentes mirceno, acetato de octila,
aromadendreno, o-(E,E) farneseno e y-cadineno apresentaram elevagdo na percentagem

relativa conforme 0 avanco das épocas de amostragem (Tabela 41).

Tabela 41. Valores percentuais dos componentes do 6leo essencial da matéria seca de
folhas de Ocimum basilicum L. em diferentes épocas de amostragem

Valores per centuais dos componentes do 6leo essencial

Substancias > 3 Epocas = =
mirceno 0,91 B 1,14 AB 1,21 A 1,28 A
acetato de octila 0,17 B 0,18 B 0,2B 0,35 A
eugenol 4,28 AB 4,65 A 254 B 2,98AB
aromadendreno 031B 0,48 A 0,41 AB 0,39 AB
a-(E,E) farneseno 0,54 B 0,85 A 0,71 AB 0,67 AB
y-cadineno 1,93 B 2,29 AB 2,24 AB 2,38 A
espatulenol 0,37 AB 044 A 0,35AB 0,32B

As médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

Eugenol decresceu da segunda para a quarta época, enquanto o
espatulenol apresentou resposta diferenciada sendo reduzido conforme o avango das
épocas (Tabela 42).
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Tabela 42. Valores percentuais do eugenol no éleo essencial, em base seca de folhas de
Ocimum baslicum L. irrigadas com diferentes qualidades de agua (T1 - Controle; T2 -15
mM NaCl; T3 - dguadereuso e T4 - 30 mM NaCl), em diferentes épocas de amostragem

Valores percentuais do eugenol no 6leo essencial

Epocas
Tratamentos —

22 32 42 5a Média
T1 5,69 aA 4,22 abAB 1,31 aB 3,5 aAB 3,68 a
T2 3,17 aB 7,37 8A 2,92 aB 2,58 aB 401a
T3 5,52 aA 3,96 abA 2,26 aA 291 aA 3,66 a
T4 2,73 aA 3,06 bA 3,68 aA 2,93 aA 3,10a

Média 4,28 AB 4,65 A 254 B 2,98 AB

As médias seguidas pela mesma letra minuscul as na coluna e mai Usculas na linha ndo diferem estatisticamente
entres pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV % =43,55

Eugenol foi o Unico componente do 6leo essencial de O. basilicum
L. que foi significativamente afetado pela interag@o entre as diferentes qualidades de agua
e épocas de amostragem. Este componente apresentou propor¢do relativa
significativamente menor para T4 em comparagéo a T2, especificamente na terceira época
de amostragem (Tabela 42).
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5 CONCLUSAO

A avaliacdo das diferentes qualidades de agua demonstrou que
gpenas 0s tratamentos salinos promoveram queda do potencial hidrico das plantas de O.
basilicum L., sendo que a agua de reuso néo alterou este parametro.

Os tratamentos aplicados ndo ateraram 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas, com excecdo da massa seca de folhas que foi reduzida no
tratamento com maior salinidade.

O sistema de resposta antioxidativa das plantas, caracterizada pela
atividade das enzimas SOD e CAT, demostrou-se ativo e foi eficiente em mitigar os danos
causados pela irrigacdo com agua salina (NaCl) de forma que apenas pequenas alteracoes
na maxima eficiéncia quantica dos fotossistemas e no indice relativo de clorofila foram
identificados, ndo sendo suficientes para alterar processos metabdlicos como a fotossintese
ou promover danos a estruturas celulares através da peroxidacao de lipidios.

A é&gua de reuso ndo interferiu em pardmetros de trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila, ou enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, bem como, ndo
provocou danos na permeabilidade das membranas que indicasse estresse salino.

A andlise da composicdo dos nutrientes nos tecidos vegetais
apresentou efeito marcante de exclusio de Na' nos tecidos radiculares, sendo que o
acumulo deste sal ocorrido nas raizes ndo foi observado com a mesma propor¢éo nos

tecidos foliares.
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A andlise dos componentes do 6leo essencial de O.baslicum L.
revelou que as diferentes qualidades de agua ndo alteraram o padréo conhecido para esta
espécie. Observou-se que o composto linalol foi 0 que apresentou maior porcentagem.

A menor concentragdo salina utilizada neste experimento, bem
como a agua de reuso promoveram aumento no rendimento e na producdo do 6leo
essencial de O. basilicum L. indicando a ocorréncia de estimulo ao metabolismo
secundério das plantas que pode ser entendido como inducgéo de resisténcia a estresses.

Considerando-se os resultados obtidos, a agua de reuso desde que

manejada adequadamente pode ser uma alternativa parairrigacéo de O.basilicumL.
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7 APENDICE

Apéndice 1. Dias de cultivo de O. basilicum L. e épocas de amostragem. As datas
representam o inicio e término das épocas estabelecidas no ano de 2013.

Epocas de Diasaposa
amostragem Datas semeadura
- 26/12/2012 1 Semeadura
- 03/01/2013 9 Emergéncia
- 19/01/2013 25 Transplantio
26/02/2013 63 Sem aplicacdo dos Trat.
12 27/02/2013 64
27/02/2013 64 Apl. dos Tratamentos
2a 07/03/2013 72
3 13/03/2013 78
42 21/03/2013 86
5a 28/03/2013 93

62 04/04/2013 100 Final
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Apéndice 2. Parametros avaliados durante a condugdo do experimento em plantas de O.
basilicum L., irrigadas com diferentes qualidades de agua em diferentes épocas de
amostragem.

Epocas de amostragem

1a 28 38 4a 58 6a

Par ametros avaliados

1) Potencial Hidrico X X X X X X
2) Contetido Relativo de Agua— CRA X X X

3) Crescimento e Biomassa X X X X X
4) Fotossintese e Condutancia Estomética X X X X X X
5) Fluorescéncia X X X

6) Indice Relativo de Clorofila X X X
7) Andlises Bioquimicas (Prot, Prol, Sod, Cat, Lip) X X X X X
8) Oleo Essencial X X X X
9) Nutrientes Foliares X X
10) Nutrientes da Radiculares X X
11) Solugéo da Extragéo do Solo X
12) Variaveis fisicas do Solo X X X
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Parametros Avaliados Tratar:nentos
Controle  15mM NaCl Agua de reuso 30mM NacCl

ll) w foliar (KPa)
CRA (%) 70,71 a 77,17 a 73,09 a 71,39 a
Altura das plantas (cm) 63,80 a 65,40 a 63,86 a 65,20 a
Didametro do caule (mm) 6,03 a 6,08 a 6,00 a 593 a
Area foliar (m” de folha planta™) 0,118 a 0,110a 0,115a 0,097 a
Nudmero de folhas 180 a 188 a 184 a 180 a
MFF (g planta™) 37,01 a 40,52 a 37,58 a 36,51 a
MFC (g planta'l) 31,83 a 33,70 a 35,90 a 32,31a
MSF (g planta™) 6,20 ab 6,31a 5,74 ab 5,37b
MSC (g planta™) 6,36 a 6,88a 7,18 a 6,70 a
MSR (g planta™) 3,40 a 3,48a 3,48 a 3,07a
Relacdo MS Folha/caule (g planta™) 1,39a 132a 1,24 a 1,19a
MST - Folha/caule/raiz (g planta™) 15,97 ab 16,68 a 16,40 ab 15,15 b
MST - Folha/caule (g planta™) 12,56 a 13,20 a 1292 a 12,08 a
SLA - (cm? folhas g MS rona:) 195,70 a 182,14 a 202,66 a 187,75 a
LAR - (m? folhas g™ MS anta) 0,0083 a 0,0076 a 0,0080 a 0,0074 a
LWR - (g folhas g'l MS toral) 0,424 a 0,413 a 0,390 a 0,391 a
A - (umol CO, m?s™) 13,24 a 12,39 a 12,81a 12,63 a
gs - (mol H,0 m2 ™) 0,236 a 0,214 a 0,204 a 0,229 a
E - (mmol H,0 m?2 5-1) 4,77 a 4,29 a 4,21 a 4,42 a
Ci - (umol €O, mol ar™) 251,19 a 252,33 a 253,75 a 251,31a
Fo 424,50 a 492,24 a 415,11 a 505,65 a
Fm 2497,63 a 2400,31 a 2354,32 a 2469,21 a
Fv/Fm 0,83 a 0,79 a 0,82 a 0,79 a
IRC (SPAD) 20,18 a 17,49 b 21,19 a 19,38 ab
PST (mg g™ MF) 2,84 a 2,41 a 3,13 a 2,26 a
L- prolina (umol g™* MF) 0,48 a 0,53 a 0,49 a 0,49 a
SOD (Ul pg proteina™) 4,05 ab 5,57 a 3,93b 5,21 ab
CAT (uKat pg proteina™) 8,87 ¢ 14,94 b 8,00 c 22,90 a
Peroxidagdo Lipidios (mol MDA* MF') 8,50 a 8,18a 7,46 a 9,16 a
UR do solo (%) 13,60 a 12,95a 13,40 a 13,37 a
CE do solo (dSm™) 80,96 d 264,40 b 131,25 ¢ 323,81 a
T. dosolo - (°C) 28,15 a 27,33 ab 26,54 b 27,24 ab




