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1. RESUMO

Um dos mais importantes fatores ambientais e agrondmicos que
afetam a produgdo de metabolitos secunddrios em plantas € a disponibilidade de &agua.
Quantidade limitada de agua tem efeito negativo sobre o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Entretanto, a deficiéncia hidrica (DH), muitas vezes tem se mostrado favoravel ao
acumulo de constituintes ativos em espécies medicinais, aromaticas e condimentares. Neste
trabalho verificou-se a influéncia da DH na parti¢do de assimilados, acimulo ¢ composi¢do de
6leo essencial em manjericdo (Ocimum basilicum L.). Paralelamente, foram avaliados
parametros bioquimicos e fisioldgicos relacionados com a resposta das plantas a DH. Os
tratamentos foram constituidos por T1 (controle) que foi mantido sempre irrigado, T2 (DH
Leve), T3 (DH Moderada) e T4 (DH Severa). Nas plantas dos tratamentos, as quais foram
submetidas a deficiéncia hidrica, suspendeu-se o fornecimento de 4dgua quando 50% das
plantas iniciaram florescimento. Observou-se que as plantas cultivadas sob DH responderam
aos tratamentos com reducdo da altura, comprimento de raiz, contetido relativo de agua e
diminui¢do da fotossintese liquida. Para as plantas submetidas a DH severa, a diferenca
observada nesses parametros com relagdo ao controle, foram mais evidentes. Desta maneira,

constatou-se que todos os parametros biométricos e fisiologicos relativos as trocas gasosas



foram influenciados negativamente pela DH. A anélise da atividade enzimatica indicou que o
estresse causado por DH ativou as enzimas relacionadas ao sistema de resposta antioxidativo
(SOD e CAT). Neste trabalho portanto as plantas de O. basilicum que foram mantidas durante
o periodo experimental em condigdes proximas a capacidade de campo (T1) apresentaram

melhores resultados de producéo e teor de dleo essencial.

Palavras-chave: Ocimum basilicum, deficiéncia hidrica, metabdlitos secundarios, trocas

gasosas, enzimas antioxidativas, Oleo essencial.



2. SUMMARY

PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL EFFECTS, INDUCED BY HYDRIC
DEFICIENCY IN PLANTS OF Ocimum basilicum L. Botucatu, 2012. (Mestrado em
Agronomia/ Irrigacdo e Drenagem) Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — Universidade

Estadual Paulista.
Author: RENATA BRUNA DOS SANTOS COSCOLIN

Adviser: FERNANDO BROETTO

The water is of one of the most important environmental and
agronomic factors that affect the production of secondary metabolites in plants. Limited
amount of water has a negative effect on growth and development of plants. However,
water stress (DH), has often proved positive in the accumulation of active constituents in
medicinal, aromatic and culinary species. There was the influence of DH on the
participation of assimilation, accumulation and composition of essential oil in basil

(Ocimum basilicum L.). In parallel, we evaluated biochemical and physiological parameters



related to the response of plants to DH. The treatments were T1 (control) was always kept
irrigated and T2 (DH Light), T3 (DH Moderate) and T4 (DH Severe). In plants which were
subjected to water stress, was suspended the supply of water when 50% of the plants began
to flourish. It was observed that plants grown under DH responded with reduced height,
root length, relative water content decreased rate photosynthesis. Plants that are subjected
to severe DH, the difference of these parameters with the control were more evident.
Therefore, it was found that all biometric and physiological parameters related to gas
exchange were negatively impacted by the DH. The analysis of enzyme activity indicated
that the stress caused by DH activated the enzymes related to antioxidant response system

(SOD and CAT).

Keywords: Ocimum basilicum, water deficiency, secondary metabolites, gas exchange,

antioxidant enzymes, essential oil.



3. INTRODUCAO

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) pertence a familia botanica

Labiatae e teve suas origens nas regides tropicais da Africa.

Nos ultimos anos, vem aumentando a procura pelo manjericao
devido as suas propriedades medicinais atribuidas ao 6leo essencial extraido desta espécie.
Este Oleo essencial ¢ empregado na industria alimenticia farmacéutica (TESKE;

TRENTINI, 1995) e formulagao de cosméticos (NOLASCO, 1996).

A 4gua exerce influéncia em diversos processos, como a
assimilagdo de CO,, transpiracdo, expansdo foliar e parti¢do de fotoassimilados para 6rgios
da planta. Segundo Kudrev (1994), a reducdo da quantidade de dgua disponivel as plantas
também leva ao aumento da atividade das enzimas hidroliticas e a reducdo da intensidade
fotossintética o que induz respostas metabolicas, como o declinio na taxa de crescimento,
acumulo de solutos e substancias antioxidantes e expressdo de genes especificos de estresse

(SINGH-SANGWAN et al., 1994)



Por isso, nas ultimas décadas, o estudo de estresse vem ganhando
mais importancia em muitos campos da ciéncia e uma ampla variedade de abordagens tem

sido empregada na tentativa de conhecer profundamente os processos envolvidos.

As plantas medicinais, incluindo as condimentares, ainda s@o pouco
pesquisadas e inimeras destas plantas ndo t€ém recebido ateng@o sobre certos aspectos
agrondmicos como: a forma mais adequada de propagacdo, espacamentos, exigéncias

nutricionais, época de colheita e principalmente demanda hidrica.

Nesse sentido, o presente trabalho busca avaliar o efeito da
deficiéncia hidrica no solo sobre os pardmetros biométricos, fisioldgicos e bioquimicos nas

plantas de manjericdo (O. basilicum L.).



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 O estudo das plantas medicinais.

Antes de se iniciar o cultivo de plantas medicinais e aromaticas em
escala comercial, faz-se necessario conhecer o comportamento da espécie em relagdo as
caracteristicas climaticas da regido de plantio, as técnicas de cultivo e aos fatores bidticos e
abidticos responsaveis pelo pleno desenvolvimento da planta. De acordo com Silva et al.
(2002), poucos sdo os trabalhos referentes ao efeito da deficiéncia hidrica em plantas
medicinais, principalmente aos relacionados com os produtos gerados através do metabolismo
secundario que sdo influenciados por esses fatores acima citados (TREUTTER,2006).

Esses efeitos variam com o tipo, a intensidade e a durag¢do do estresse,
levando ao aumento ou reducdo do teor de algumas substincias provenientes desse
metabolismo, como os dleos essenciais encontrados nessas espécies.

Os produtos quimicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos
em dois grandes grupos, os chamados essenciais que sdo os metabolitos primarios, em que
estdo incluidos os lipideos, os protideos e glicidio e os metabolitos secundarios os quais

apresentam  estruturas complexas. Muitas destas classificadas como substancias



farmacologicamente ativa. Em geral os metabdlitos secundarios possuem baixo peso
molecular sendo encontrados em baixas concentragdes (BOURGAUD et al., 2001; SIMOES et
al., 2001).

Entdo, os compostos resultantes desse metabolismo foram
considerados por um longo tempo como excretas do vegetal, mas agora sdo reconhecidos
como substancias que estdo envolvidas nos mecanismos de adequacdo do vegetal ao meio.

Sendo assim, faz-se necessario o incentivo a produgdo e as pesquisas
em todas as areas da cadeia produtiva de plantas medicinais, garantindo uma boa qualidade do
produto e conseqiientemente melhor prego.

Esse aumento de valor agregado pode ser garantido, por exemplo, com
um manejo hidrico adequado uma vez que este pode proporcionar um aumento no teor de éleo

essencial levando a regularidade da oferta do produto.

4.2 Aspectos da cultura do manjericao (Ocimum basilicum L.).

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) pertence a familia Labiatae e a
ordem Lamiales (CRONQUIST,1981) a qual possui aproximadamente 300 géneros e 7500
espécies , no Brasil ocorrem 26 géneros e cerca de 350 espécies (SOUZA; LORENZI, 2005).

As espécies dessa familia estdo distribuidas na Asia Tropical, Africa,
América Central, América do Sul e Europa (SOBOTI, et al., 1982; KHOSLA, 2000); porém
existe uma controvérsia sobre o centro de origem do manjericdo, segundo Paton et al., 1999 e
Roveratti, 1999 o maior nimero de espécies pode ser encontrado nas florestas tropicais da
Africa entretanto, além da Africa a América do Sul (Brasil) e Asia sdo os principais centros de
diversidade do género.

Muitos desses géneros aclimataram-se facilmente, sendo cultivados em
hortas e jardins como o género salvia (Salvia officinalis L.), alecrim (Rosmarinus officinalis
L.), hortela-pimenta (Mentha piperita L.) e manjericdo (Ocimum basilicum L.) (JUDD et
al.,1999). Todos possuem uma importante caracteristica desta familia que € a presenca de odor
intenso conferido pela presenga de 6leos essenciais (MARTINS et al., 1998).

Essas espécies, segundo Fahn (1988) e Metcalfe e Chalk (1979), sdo

caracterizadas também pela presenga de numerosos tricomas glandulares que recobrem a



maior parte dos oOrgdos adreos. A grande importancia econdmica desta familia se deve
principalmente aos dleos essenciais produzidos e armazenados nessas estruturas (MARTINS,
1996).

A planta de O. basilicum L, também conhecida como basilico, é um
arbusto com a altura entre 45 a 90 cm, segundo Bown (1995). As folhas possuem de 2,5 a 7,5
cm de comprimento, caule ramificado com flores as quais dependendo da variedade sdo de
coloracdo branca, résea, branco amarelada, avermelhada, lilas ou levemente purpura. Os frutos
do tipo aquénio (VON HERTWIG, 1991) estdo dispostos em numerosas inflorescéncias
(espigas ou racemos) tipicas do género.

Quanto ao seu desenvolvimento, alguns autores a consideram como
anual (SANTOS et al , 1988; ROIG, 1992; TECEDEIRO, 1996; FUENTES; GRANDA, 1997;
PANIZZA, 1998), porém na literatura encontram-se citagdes que indicam que a espécie pode
ser tanto perene quanto anual dependendo do clima, da variedade ou cultivar (GARLAND,
1989; HERTWING, et al., 1992; CASTRO, 1995; CORREA JUNIOR et al., 1998).

Vieira et al. (2001) caracterizaram quimicamente diversas espécies de
Ocimum e encontraram grande diversidade em termos quantitativos e qualitativos na produgao
do 6leo essencial, revelando mais de 100 compostos organicos.

Conforme Simdes e Spitzer (2000) esses compostos presentes no 6leo
essencial sdo altamente complexos, sendo que seus constituintes variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcodis, aldeidos, cetonas, fenois e 4cidos organicos.

Chaves (2001) salienta que no Brasil grande parte da produgdo de
plantas medicinais ndo ¢ tecnificada e sim obtida por extrativismo através da agricultura
familiar por pequenos produtores rurais principalmente da regido nordeste (BLANK et al.,
2004). Dessa forma, o manejo da cultura é conduzido de forma pouco padronizada, o que
pode afetar a producdo de biomassa, qualidade e quantidade do 6leo essencial (FURLAN,
2000). A época de colheita, o horario e o0 modo de secagem do material vegetal também
podem ter influéncia sobre a composigdo e o teor do oleo (SILVA et al., 2007).

O género Ocimum é uma importante fonte de 6leos essenciais, uteis na
medicina popular em praticamente todos os continentes (SIMON et al. 1999; VIEIRA;
SIMOM, 2000; CHAVES, 2001). Além disso, o 6leo essencial ¢ empregado na industria

alimenticia (aromatizante e flavorizante), farmacéutica (acdo antiespasmddica, estomacal,
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carminativa, estimulante, anti-séptica intestinal, diurética, anti-helmintica, antimicrobiana,
antifungica, antiinflamatoria, analgésica e anestésica) (TESKE; TRENTINI, 1995) e por fim na
formulag@o de cosméticos (producdo de perfumes) (NOLASCO, 1996).

Montes-Belment e Carvajal (1998) confirmam que o 6leo essencial
tem ag¢do fitopatogénica para o controle de fungos causadores de doengas em milho.

A utilizagdo do extrato de plantas deste género também como
inseticida foi relatada por alguns autores. Rigueiro (1992) estudou a fungdo do 6leo como
repelente de Anopheles stephensi, Aedes aegypti, Musca domestica nebulo, Culex pipiens
fatigans, Culex quinquefasciatus (mosquitos, moscas e pernilongos). Correa Jr et al. (1994)
também obtiveram atividade larvicida e repelente para varias espécies de moscas, mosquitos.

Observamos pela literatura que a espécie de manjericio mais comum
no Brasil ¢ a que apresenta folhas pequenas como o O. basilicum L. ou como O. basilicum

var. minimum (FURLAN, 2000).

4.3 Desenvolvimentos da planta.

Com relagdo ao clima, segundo Hay e Waterman (1993) e CORREA
JUNIOR et al. (1998) as plantas de manjericido se adaptam melhor a climas amenos ou quentes
¢ umido ndo tolerando temperaturas frias e geadas. von Hertwig (1991) cita que quando as
plantas dessa espécie estdo submetidas a baixas temperaturas durante o ciclo hd o
comprometimento de seu desenvolvimento e reducéo do teor de dleo essencial, se acaso essas
condigdes climaticas coincidirem com a ¢época de corte. Recomenda-se para espécies
medicinais a aplicagdo de adubacdo organica, pois além de favorecer a resisténcia das plantas
a pragas e doengas ndo compromete a produg¢do de massa fresca e de principios ativos
(CARVALHO, 2004).

Também sdo consideradas como espécie intermediaria com relagdo ao
fotoperiodo (MATHON, 1972). A propagacdo pode ser por estaquia ou sementes.

Segundo Furlan (2000) o cv. genovese apresenta 50% do seu
florescimento na 12° semana, com pico na 14° semanas apos o plantio (mais de 80% das
flores totalmente abertas). Apds a 16" semana ocorrera a queda significativa das flores e folhas

o que correspondera ao inicio da fase de frutificagdo.
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Hertwing (1992), Treske e Trentini (1995) e Oliveira et al. (1996)
recomendam para a extra¢do do 6leo essencial que a colheita seja feita no inicio da floragao,
quando a producdo de Oleo essencial ¢ maxima, entretanto, Simon (1990) e Pillai e
Chinnamma (1996) indicam que o maior acumulo de 6leo essencial na espécie O. basilicum
encontra-se na fase de pleno florescimento.

Laochowicz et al. (1997) ressaltam que muitos fatores, como
variedade, condi¢do climatica e época de colheita podem interagir, sendo que a variagdo
desses fatores altera o rendimento, composi¢do quimica e a qualidade sensorial do manjericao.

Dessa forma, o cultivo do manjericio € normalmente feito em
ambiente protegido, minimizando assim as interferéncias causadas por esses fatores. Como
resultado, pode-se obter maior crescimento das plantas, precocidade de colheita além da

reduc@o de um possivel estresse fisioldgico.

4.4.Composicao do o6leo essencial de Ocimum basilicum L.

A ISO (International Standard Organization) define 6leos essenciais
como o6leos volateis obtidos na maioria dos casos por hidrodestilagdo. De forma geral sdo
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas que também podem ser
chamados de Oleos etéreos ou esséncias. Alem disso, os Oleos essenciais tem como
caracteristicas o odor, sabor (SILVA et al., 1998; SIMOES; SPITZER, 1999; SILVA;
CASALLIL 2000) e sdo insoluveis em agua e soltiveis em solventes organicos (AKISUE, 1972;
CECY, 1989).

Os constituintes dos oOleos essenciais variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos,
perdxidos, acidos organicos, lactonas, cumarinas sendo entdo classificados como fitogénicos.
Nessa mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes e, normalmente, um
deles é o composto majoritario seguidos de outros que apresentam teores inferiores (SIMOES;

SPITZER, 2000).

Os produtos derivados de plantas medicinais detém uma parcela do

mercado mundial em torno de 14 bilhdes, de um total estimado de 280 bilhdes de USS$ (cerca
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de 5% do mercado mundial de produtos farmacéuticos) (CARVALHO et al., 2007). Para a
Europa e Estados Unidos, o mercado fitoterapico foi estimado no ano de 2000, o equivalente a

8,5 e 6,3 bilhdes de US$, respectivamente (SIMOES; SHENKEL, 2002).

O o6leo essencial de manjericio mais valorizado ¢é tipo Europeu
(SIMON et.al, 1990), tendo como constituintes principais o linalol (40,5 a 48,2%) e metil-
cavicol (28,9 a 31,6%) (FLEISHER, 1981; CHARLES; SIMON, 1990).

Na industria de vitaminas, o linalol ¢ um importante intermedidrio na
produgdo de vitamina E, e constitui, junto com o geraniol ponto de partida para a produgdo da
vitamina A (BAUER; GARBE, 1985).

Além do linalol, constituinte com grande valor no mercado
internacional (ALVES, et al., 2006), o manjericdo contém altas concentragdes de outros
compostos fendlicos que estdo associados ao alto potencial antioxidante da planta (LEE;
SCAGEL, 2009; SURVESWARAN et al., 2007; SHAN et al., 2005) como o acido
rosmarinico também presente na composicdo do Odleo essencial de manjericio (LEE;

SCAGEL, 2009; JAVANMARDI et al , 2002) .

4.5. Fatores que podem alterar a biomassa da planta, rendimento e composicdo do 6leo

essencial.

As concentragdes de varios produtos secundarios provenientes das
espécies medicinais sdo fortemente dependentes das condigdes de crescimento e situagdes de
estresse causam um forte impacto sobre as vias metabdlicas responsaveis pelo acimulo desses
constituintes.

Alguns dos fatores que podem afetar a biomassa e as propriedades
fisioquimicas de uma espécie medicinal ou condimentar, segundo Palevitch (1987), estao
relacionados a alguns aspectos agrondmicos como tais como: preparo do solo, época de
semeadura, espagamento, herbicidas seletivos, pesticidas, adubagdo, irrigacdo, reguladores
vegetais, tratamentos de sementes e as praticas utilizadas durante os procedimentos de pré-

colheita, colheita e pos-colheita.
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Para se determinar, por exemplo, quando uma alteragdo nas laminas de
irrigacdo foi benéfica ou prejudicial, deve ser realizada uma analise quimica baseada na
relacdo entre a massa seca da planta pelo teor de principios ativos, isto estabelecera se a
alteragdo do manejo hidrico durante o cultivo adotado foi adequada ou ndo. (MONTANARI
JUNIOR, 2000; SANTOS et al., 2004).

De acordo com Andrade e Casali (1999), sendo a agua essencial a vida
e ao metabolismo das plantas, seria esperado que em ambientes mais imidos a producdo de
metabolitos secundarios fosse maior; no entanto, para algumas plantas medicinais a maior
disponibilidade de agua pode diminuir a produgao de dleo essencial.

Para Corréa Junior et al. (1994), plantas irrigadas podem compensar o
baixo teor de metabdlitos secundarios com maior produgdo de biomassa, o que resulta um
maior rendimento final de metabdlitos/area.

No cultivo de manjericdo-italiano, Simon et al. (1992) citam que ha o
aumento do conteudo de 6leo essencial e alteragdo na composicdo do mesmo quando as
plantas foram submetidas a deficiéncia hidrica moderada.

A idade e o estadio de desenvolvimento da planta podem influenciar
ndo apenas a quantidade total de metabolitos secundarios produzidos, mas a proporg¢ao relativa
destes compostos. Tecidos mais jovens geralmente apresentam grande atividade biossintética,
aumentando a producdo de varios compostos, dentre estes, os 6leos essenciais.

Silva et al. (2003) avaliaram a relagdo entre o estadio de
desenvolvimento e o teor de 6leo essencial em plantas de O. basilicum. Os autores relataram

maior produtividade na colheita realizada em plantas que passaram maior tempo no campo.
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Fonte: Gobbo-Neto e Lopes (2007).

Figura 1. Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos secundarios em

plantas.

4.6 Deficiéncia hidrica.

O suprimento de 4gua para uma cultura resulta das interagdes que se
estabelecem ao longo do sistema solo-planta-atmosfera. Quanto maior for a demanda
evaporativa da atmosfera mais elevada serd a necessidade do fluxo de 4gua neste sistema.

Desta forma, o estresse causado pela deficiéncia hidrica pode ser
interpretado como uma conseqiiéncia da diminui¢do sazonal da disponibilidade de dgua no
solo devido as variagdes da demanda evapotranspiratoria de cada regido ou a capacidade de
retengdo de agua de cada solo.

Em solos arenosos, hd predominancia de grandes espagos entre as
particulas. Ja solos argilosos t€ém como caracteristicas particulas e poros menores que

dificultam a drenagem e retém a 4gua mais firmemente.
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Essas caracteristicas interferem na capacidade de retencdo da dgua no
solo, logo em solos de textura argilosa e com alto teor de matéria organica essa capacidade ¢é
maior que em solos de textura arenosa (KIEHL, 1979).

Numa situacgdo de deficiéncia hidrica no solo, os vegetais podem, tanto
apresentar desordens fisiologicas quanto mecanismos que permitam a sobrevivéncia sob essas
condig¢des. Sendo assim, as respostas das plantas a deficiéncia hidrica irdo variar dependendo
da espécie, do gendtipo, da duracdo e severidade do estresse, do estadio fenologico e de qual
6rgdo serd mais afetado.

Logo, algumas adaptagdes a deficiéncia hidrica iram se manifestar em
geral das seguintes formas: alteragdo do crescimento, adaptagdes morfologicas, fisioldgicas e
alteragdes metabdlicas.

Larcher (2004) relata que um organismo vegetal atravessa uma
sucessdo de caracteristicas em resposta a condi¢des de estresse, subdivididas em trés fases:
fase de alarme, onde ocorre a perda da estabilidade das estruturas que mantém as fungdes
vitais (processos bioquimicos ligados ao mecanismo fotossintético); fase de resisténcia, a qual
tem maior durabilidade quando as plantas sdo submetidas a um estresse continuo, iniciando
assim um processo de rusticidade, no qual dependendo da duragdo a planta pode apresentar
adaptagdes através do ajustamento osmotico, por exemplo; fase de exaustdo a qual ocorre
quando a planta esta submetida a condi¢des sub-6timas por um periodo prolongado ou intenso
deixando a planta suscetivel 4 pragas ou doengas por conseqiiéncia da diminui¢do das defesas.

De acordo com Blum (1997), apesar dos muitos estudos sobre as
respostas dos vegetais a baixa disponibilidade hidrica desde o comego do século XX, ainda ha
muita discussdo sobre os efeitos da seca em plantas, tendo em vista uma grande variabilidade
no grau de tolerancia demonstrada pelos vegetais.

Segundo Angelocci, (2002), a deficiéncia hidrica ¢ uma medida que
relacionada ao balang¢o hidrico que representa a defasagem entre absor¢ao e a transpiracdo do
vegetal; enquanto que o termo estresse hidrico caracteriza uma situagcdo em que a deficiéncia
hidrica ¢ de grau potencialmente danoso a planta.

Teoricamente, para Kramer e Boyer (1995), as plantas sdo os melhores
indicadores da disponibilidade hidrica. Contudo, no caso de indicadores da prépria planta, o

mais comum ¢ utilizar varidveis relacionadas a folha, pela importancia desse 6rgio e pela
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maior facilidade de nela se realizarem as medidas dos pardmetros estudados. Segundo os
autores, o potencial de dgua foliar ¢ o indicador mais utilizado.

De acordo com Nogueira et al. (2005), a maioria dos aspectos de
crescimento e desenvolvimento dos tecidos vegetais sdo afetados pela deficiéncia hidrica.

Segundo os autores, como conseqiiéncia da deficiéncia hidrica,
verifica-se uma diminui¢do do volume celular, um aumento na concentra¢do de solutos e, aos
poucos, a desidratacdo do protoplasma. Aliado a isto, a diminui¢do da turgescéncia pode ser
admitida como uma das respostas ao estresse hidrico, sendo o processo de crescimento,

principalmente em extensdo, o primeiro afetado.

4.7 Efeitos da deficiéncia hidrica sobre pariametros de crescimento.

A primeira resposta das plantas a deficiéncia hidrica € a diminui¢do de
turgescéncia, e juntamente a esse evento também sdo previstas alteragcdes no processo de
crescimento (LARCHER, 2006). Portanto, as atividades dependentes da turgescéncia celular,
como a expansdo foliar e alongamento das raizes, sdo os mais sensiveis (TAIZ E ZEIGER,
2004).

A seca estd entre as restricdes ambientais que afetam o crescimento
das culturas e da producao agricola em todo o mundo (ASHRAF; FOOLAD, 2007; FAROOQ
et al., 2009).

Devido a redugdo da area foliar, a transpira¢do conseqiientemente ¢
reduzida, conservando o suprimento de agua do solo por um periodo maior. No entanto, essa
reducdo limita a produtividade devido a queda na absorcdo de CO, e na interceptacdo de luz
(MATTOS et al., 2008).

Silva et al. (2002) estudaram o efeito do estresse hidrico sobre o
crescimento, teor e a composi¢cdo quimica do déleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel
(Myrtaceae) e observaram que a deficiéncia hidrica severa diminuiu o crescimento, a produgao
de biomassa fresca e seca das plantas e, o teor de 6leo essencial.

Ja Singh (2004) ao estudar alecrim (Rosmarinus officinalis), obteve

resultado contrario aos encontrados por Silva sobre o parametro de crescimento, obtendo
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plantas maiores com 50% de evaporacdo do tanque classe A. Porém nio houve diferencgas no
teor e na qualidade do 6leo.

Carvalho et al. . (2003) ao estudarem plantas de artemisia (4. annua
L.), as quais foram cultivadas a 100, 90, 70 e 50% da capacidade de campo, também
verificaram reducdes de 16% na altura e 22,5% na MF nas plantas crescidas a 50% da
capacidade de campo, em relagdo as crescidas a 90% da capacidade de campo.

Em condi¢des de estresse hidrico, o crescimento de biomassa em M.
alternifolia também foi limitado quando a agua disponivel no solo era inferior a 69%
(MURTAGH, 1996).

Entretanto, periodos de deficiéncia hidrica no solo podem incrementar
o desenvolvimento das raizes e acumular fotoassimilados, o que aumenta a absor¢do de dgua
das camadas do solo que tém agua disponivel (CALVACHE et al., 1997). Esta expansdo do
sistema radicular, estimulada pela deficiéncia hidrica nas camadas mais profundas do solo,
possibilita as plantas explorarem além da umidade a fertilidade do solo, dependendo das
caracteristicas morfoldgicas e genotipicas da espécie (PIMENTEL, 2004; NOGUEIRA et al.,
2005).

4.8 Efeitos da deficiéncia hidrica nas trocas gasosas e fotossintese.

A tolerancia das culturas a escassez de agua ¢ complexa a nivel celular
(FOOLAD et al, 2003;. ASHRAF; HARRIS, 2004), sendo demonstrada pelas alteragdes
fisiologicas, morfologicas e bioquimicas que acarretam na reducdo do crescimento e
rendimento das plantas (BOUTRAA, 2010 ; INGRAM; BARTELS, 1996).

Como efeito fisiolégico geralmente observamos o aumento da
resisténcia estomadtica, reduzindo a transpiragdo e conseqiientemente o suprimento de CO; para
a realizacdo do processo de fotossintese (NOGUEIRA et al., 2001).

Outros mecanismos também s3o relatados como a inibicdo da
atividade da enzima Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase / (Ribusco) (Parry et al.,

2002) e comprometimento da sintese de ATP (TEZARA et al., 1999).
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Em situacdo de baixa disponibilidade hidrica, a atividade fotossintética
declina paralelamente a diminui¢do do volume celular, ou seja, ao declinio da turgescéncia das
células (MORAIS et al., 2003).

Além disso, condi¢cdes de seca diminuem o conteido de clorofila
(NIKOLAEVA et al., 2010; BELTRANO; RONCO, 2008).

Concluindo, temos entdo que uma planta, ao se encontrar em um status
hidrico desfavordvel, a manutencdo da turgescéncia das células-guarda utiliza como
mecanismo para manter a agua no interior da planta o fechamentos dos estdmatos (HSIAO,
1990). Com isso, havera alteragdes em alguns processos metabdlicos tais como: o aumento da
atividade de enzimas hidroliticas, a variacdo da taxa de assimilagcdo de carbono (difusdo do
CO; no interior das células), alocacdo de fotoassimilados (variacdo entre a relagdo parte aérea
e o sistema radicular) (KUDREV, 1994), transpiragdo e expansdo celular, o que levara ao
comprometimento da habilidade reprodutiva da planta (LARCHER, 2004; CHAVES et al.,
2002).

Esses fatores somados ocasionardo uma reducdo geral da
produtividade, expressa pela queda na taxa fotossintética.

A regulacdo estomatica ¢ outra linha de defesa das plantas submetidas
4 condi¢des de deficiéncia hidrica (MATTOS, 1992) e ndo sé atua como um recurso para
prevenir a dessecagdo do tecido, como também tem a capacidade de variar a resisténcia da
difusdo de CO;, a fim de aumentar a relagdo entre a taxa média de assimilagdo e a taxa média
de transpiracdo da planta (ROBELO, 1982).

Sendo assim, tem sido demonstrada a relagdo direta entre a redugdo da
concentra¢do intercelular de CO, e o fechamento dos estdmatos, o que promovera o
decréscimo na assimilagio do CO, e no rendimento quéantico do fotossistema 2
(BAKER,1991).

Entretanto, também tem sido relatado que, sob deficiéncia hidrica
severa, além das restricdes estomaticas no suprimento de CO,, podem ocorrer limitagdes em
componentes ndo estomaticos como danos nos centros de reacdo do fotossistema 2, os quais
poderiam apresentar reversdo parcial apos reidratagdo (ANGELOPOULOS et al., 1996).

Sabe-se que aproximadamente 98% de toda agua absorvida pelos

vegetais € perdida pelo processo de transpiragdo durante as fases fenoldgicas. Logo, o fluxo de
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vapor d’agua e CO, e a manutencdo da temperatura interna da folha promovida pelo processo
de transpira¢do, sdo fundamentais para o desenvolvimento pleno do vegetal e quaisquer
alteragdes podem ocasionar danos na produgao.

Em Oliveira et al. (2005), observou-se que em plantas de feijao sob
estresse hidrico, a temperatura da folha e a transpirag@o apresentaram estreita relagdo com a

resisténcia estomatica.

4.9 Efeito da deficiéncia hidrica no acimulo de solutos orginicos e nas relacdes

hidricas da planta.

Para avaliar o grau de deficiéncia hidrica de uma planta ¢ comum se
utilizar variaveis que possam ser medidas em folhas, como o contetdo relativo de agua e o
potencial hidrico foliar, sendo este o mais utilizado em estudos fisiolégicos (ANGELOCCI,
2002).

O conteudo relativo de dgua (CRA) ¢ um dos indicadores das relagdes
hidricas da planta, que corresponde a quantidade de 4gua no tecido num dado instante,
comparando com a capacidade maxima de agua que ele podera reter (CAIRO, 1995).

O potencial hidrico foliar (¥w), por sua vez, corresponde ao estado de
energia da agua nas plantas, o qual é mensurado por uma metodologia descrita por Scholander
et al. . (1965) e pode ser estimado como a tensdo de 4gua no xilema, ou a pressdo necessaria
para que a dgua possa ser retirada do mesmo.

Este potencial em plantas sob efeito da deficiéncia hidrica tende a
decrescer, seja pela desidratagdo dos tecidos ou pela hidrolise dos compostos de reserva
(CAIRO,1995), e afeta processos como a condutincia estomatica, a fotossintese e a
transpiragdo, pois estes processos dependem de um constante fluxo de entrada e saida de CO,
e O, na célula. Grande parte desse fluxo ¢ feita pela abertura dos estomatos, controlada pela
turgescéncia tanto das células guardas quanto das células epidérmicas do mesmo.

As espécies Melaleuca uncinata R. Br. e Melaleuca lanceolata Otto,
quando submetidas a deficiéncia hidrica, reduziram significativamente o potencial hidrico, o
potencial osmdtico, o potencial de turgor e o conteudo relativo de agua da folha, aumentando

o contetdo de prolina e seus andlogos (NAIDU et al., 1987).
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Em condigdes favordveis as plantas, através dos processos de
fotossintese, sintetizam carboidratos para o consumo imediato e para armazenamento.
Entretanto, em condi¢cdes de baixa disponibilidade hidrica, a eficiéncia com que os

fotoassimilados sdo convertidos pode ser afetada (SOUZA et al., 1982).

Para Nepomuceno et al. (2001), certos carboidratos (alguns
carboidratos soliveis) podem servir como solutos compativeis que desempenham a fung¢éo de
manter o potencial hidrico foliar, devido ao reajuste osmdtico, ¢ também proteger as

membranas das células durante a desidratacéo.

A habilidade de algumas espécies de plantas em ajustar osmoticamente
suas células € outra resposta fisiologica e molecular a deficiéncia hidrica muito documentada
na literatura. O acumulo de agtcares, dcidos organicos e ions no citosol, no periodo da seca,
pelas plantas superiores visa diminuir o potencial hidrico e, consequentemente, manté-lo

proximo do nivel 6timo, assim como o turgor de suas células (BRAY, 1993).

Portanto, o ajustamento osmdtico ¢ um processo pelo qual o potencial
hidrico pode ser diminuido sem que haja decréscimo da turgescéncia ou do volume celular
(TAIZ e ZEIGER, 2004), tornando possivel a manutencdo da absorc¢do de agua e da pressao de
turgescéncia da célula representando assim um importante mecanismo de aclimatagdo (TAIZ
E ZEIGER, 2004) e tolerancia (CARVALHO, 2005) das plantas as condi¢cdes de baixa
disponibilidade hidrica.

De acordo com Larcher (2004), sob a influéncia do estresse, a sintese
de protéica ¢ inibida e a degradacdo de proteinas ¢ acelerada, o que leva a um actimulo de
aminoacidos e aminas livres.

Caracteristica marcante de um distirbio no metabolismo das proteinas
¢ a mudanga nas proporgdes entre os aminoacidos € como conseqiiéncia, um aumento na
concentracdo dos chamados solutos compativeis.

Os reguladores osmotico ou solutos compativeis possuem a capacidade
de manter a integridade das membranas e a estabilidade de enzimas (FAROOQ et al., 2009 ;
ASHRAF; FOOLAD, 2007).
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Um dos solutos compativeis encontrado com maior frequéncia em
diversas espécies vegetais, como resposta a deficiéncia hidrica, ¢ o aminoacido L-prolina
(SZABADOS; SAVOURE, 2010; SHAO et al., 2006; TAN et al., 2006).

A prolina pode se acumular nas células também pelos efeitos da
salinidade e baixas temperaturas (NOGUEIRA et al., 2001). Além disso, outras func¢des sdo
atribuidas a esse aminoacido como estabilizador de estruturas e dismutador de radicais livres

(SARADHI et al., 1995).

4.10 Influéncia da deficiéncia hidrica no metabolismo das plantas.

O estresse oxidativo em vegetais pode ser definido como o
desequilibrio entre a formacdo e a remog¢do de agentes oxidantes no organismo, decorrente da
geragdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO).

Segundo Mittler (2002), os agentes oxidantes das ERO sdo resultantes
de uma redugdo parcial do oxigénio molecular, podendo estes estar na forma de oxigénio
singleto 'O,, radical hidroxila OH®", &nion superéxido 0,° e peréxido de hidrogénio H,O,
(SCANDALIOS, 2005; RESENDE et al., 2003 ; MITTLER, 2002).

Porém, atuam de varias maneiras durante a resposta de defesa nas
plantas, podendo induzir a expressdo de genes de defesa (SOARES; MACHADO, 2007).

Fatores como a deficiéncia hidrica, varia¢cdes de luminosidade e
temperatura, salinidade, injurias provocadas por patdgenos, uso de herbicidas, entre outros,
podem intensificar a formagdo dessas espécies aumentando sua concentragdo no meio celular.

O principal ponto de produgdo das ERO durante as situacdes de
estresse sdo as organelas com alta atividade de oxidacdo metabdlica isto devido ao intenso
fluxo de elétrons, exemplo: cloroplastos e mitocondrias, sendo que nos cloroplastos a
formagdo das ERO esta relacionada aos eventos fotossintéticos.

Os radicais superoxidos sdo os primeiros a serem formados, os quais
ndo conseguem atravessar as membranas bioldgicas ficando confinados no compartimento
onde foram gerados. Em seguida, haverd a formacdo da espécie peroxido de hidrogénio que
tem a capacidade de atravessar as biomembranas e se distribuir a partir do local de sua

produ¢do (BREUSEGEM et al., 2001). A ultima e mais reativa espécie a ser formada € o
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radical hidroxil (OH.). Esse radical é formado pela redugdo do H,0, por ions metalicos (Fe*" e
Cu™") e tem grande afinidade por moléculas bioldgicas em seu sitio de produgdo, também
apresenta uma meia-vida curta, pois reage rapidamente com moléculas bioldgicas
sequestrando um atomo de hidrogénio (BREUSEGEM et al., 2001; NORDBERG; ARNER,
2001).

Portanto todas essas espécies destacam-se pela grande reatividade com
biomoléculas que, por conseqiiéncia, provocam a lipoperoxidagdo das membranas celulares
(BREUSEGEM et al., 2001), bem como a oxidagao de proteinas e quebra na cadeia do DNA
(ARGUIRRE et al., 2005 ; HAMID et al., 2002).

Logo, um dos mecanismos que a célula dispde para dismutar radicais
livres produzidos em condi¢cdo de DH, ¢é a ativagdo de enzimas antioxidativas, dentre elas a
superoxido 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).

Portanto, o monitoramento dessas enzimas pode ser utilizado como
marcadores bioquimicos, para a avaliagdo dos diferentes niveis de estresse das plantas.

A enzima superdéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) sdo
metaloproteinas que catalisam a dismutag@o de radicais superoxido a peroxido de hidrogénio e
oxigénio.

Sdo encontradas trés classes de SOD diferenciadas de acordo com o
metal presente em seu sitio ativo: cobre/zinco (Cu/Zn SOD), ferro (Fe-SOD) e manganés (Mn-
SOD) e localizadas em diferentes compartimentos celulares (SCANDALIOS, 2005).

Em trabalhos realizados com Pothomorphe umbellata (L.) Miquel,
planta de sombra (MARCHESE et al., 2008) observaram que em condi¢des de pleno sol,
houve a producdo das ERO e em resposta ocorreu a ativacdo da SOD, através de suas
isoenzimas Cu/ Zn SOD, Fe-SOD, e MnSOD.

Outra enzima importante no sistema de resposta antioxidativa em
plantas ¢ a catalase (CAT; EC 1.11.1.6), a qual decompde o peroxido de hidrogénio (H,0,)
gerado nos peroxissomos durante a fotorrespiragdo (GERBLING et al., 1984), bem como o

produto de reacdo da SOD.
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Entre as enzimas degradantes de H,O,, ¢ a tnica que ndo consome
equivalentes redutores da célula e que possui um mecanismo muito eficiente para a remogao
do peréxido formado em condigdo de estresse (SCANDALIOS, 2005).

Essa enzima tem sido descrita como susceptivel a fotoinibicdo e
degradacdo, apos sua inativag@o por luz, a atividade da catalase ¢ fortemente dependente de
uma nova sintese da enzima, como relatado por Hertwig et al. (1992).

Observa-se entdo que na literatura ainda s@o poucos sdo os trabalhos
referentes aos efeitos da deficiéncia hidrica em plantas medicinais, principalmente com os

relacionados aos parametros bioquimicos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Localizacéo e instalacido dos experimentos.

Os experimentos foram conduzidos em estufa agricola no
Departamento de Engenharia Rural da Faculdade de Ciéncias Agronomicas -FCA/UNESP e
no Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias - UNESP, Campus de

Botucatu, SP.

5.2 Manejo da cultura.

As mudas de Ocimun basilicum L. variedade folha fina foram
fornecidas pela empresa Caco Agricola (Botucatu, SP). Ap6s 20 dias da semeadura, as
plantulas foram transferidas (tubetes) para vasos plasticos com capacidade de 5 kg de
substrato. O substrato utilizado foi coletado na Fazenda Experimental Lageado (UNESP) na
gleba denominada “Patrulha”.

De forma preliminar, foi realizada a anélise da composi¢@o mineral do
substrato no Laboratério do Departamento de Recursos Naturais - Ciéncia do Solo da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - UNESP, Campus de Botucatu, SP, utilizando-se

metodologia descrita por Raij e Quaggio (1983).
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Tabela 1. Analise quimica do substrato - Latossolo Vermelho distréfico textura média (Led),

utilizado no experimento.

Solo  pH M.O. P H+Al K Ca Mg SB CTC V%
CaCl, ¢ dm™ mg dm™ mmol dm>
4,7 10 7 31 1,5 15 1,0 20 51 40

Baseado nos resultados apresentados na Tabela 1 e na recomendacao
descrita pelo Boletim Técnico 100 do IAC (Raij et al., 1996) para O. basilicum, formulou-se a
adubagdo quimica do solo para todos os tratamentos. Assim, aplicou-se 60 kg ha” de
nitrogénio, 45 kg ha de fésforo e 60 kg ha™ de potassio.

Para elevar a V% a 80, foi aplicado calcario dolomitico e os nutrientes

nescessarios para adubagdo de plantio.

Figura 2.Instalagdo do experimento em estufa

Os vasos que receberam os adubos e calcario dolomitico
permaneceram em incubagdo por 30 dias, cobertos com plasticos para manter a umidade e

favorecer a reagdo do corretivo aplicado.
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5.3 Delineamento experimental.

O delineamento experimental definido consistiu em quatro tratamentos
correspondentes a diferentes niveis de deficiencia hidrica (T1, T2, T3 e T4) observados em
trés épocas (E1, E2 e E3) conforme descrito na tabela 2.

As médias dos tratamentos submetidos a DH foram comparadas com
as do tratamento controle pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade pelo programa

ASSISTAT 7.6 beta .

Tabela 2. Delineamento experimental no esquema fatorial 4 x 3 para os experimentos com

DH em O. basilicum.

Epocas de amostragem
Tratamentos E1(época 1) E2 (época 2) E3 (época 3)

60 DAP 90 DAP 120 DAP

ST 30 DASI 60 DASI

T1 Controle T1 x El T1 x E2 TI x E3
T2 DH Leve T2 x El T2 x E2 T2 x E3
T3 DH Moderado T3 x El T3 x E2 T3 x E3
T4 DH Severo T4 x El T4 x E2 T4 x E3

SI — Suspensdo da irrigagdo; DAP- Dias apds o plantio; DASI- Dias apds a suspensdo da

irrigagao.
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5.4 Conducio dos tratamentos.
5.4.1 Acompanhamento do potencial hidrico do solo (¥: base massa seca).
As relagdes entre os potenciais hidricos e os teores de agua do solo
foram determinadas pelo método da placa de pressdo de Richards (KLAR, 1984), conforme

indicado na tabela 3.

Tabela 3. Relacdes entre teores de agua e potenciais de dgua do solo (base massa seca)

utilizados no experimento.

Potencial hidrico solo (Mpa)

Saturado -0,01 -0,03 -0,05 -0,1 -0,5 -1,5

Teor de agua (%) 24 15 12 11,2 10,3 9,2 8,3

Os manejos hidricos, aplicados durante o experimento, foram
atribuidos de acordo com o teor de agua correspondente ao potencial minimo do solo definidos
para cada tratamento (Tabela 4). A partir do peso seco do solo determinou-se o peso
aproximado que este deveria ter quando alcangasse o teor de d4gua correspondente ao manejo
hidrico imputado para cada tratamento. O potencial minimo do solo de cada tratamento foi
monitorado pelo método da pesagem.

Todos os vasos foram pesados diariamente ¢ quando atingido o peso
aproximado determinado foram mantidos até o final do experimento através da reposi¢do da

agua evapotranspirada .
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Tabela 4. Relagdes entre teores de umidade e potenciais de d4gua do solo definidos para os

tratamentos.
Tratamentos Ysolo (MPa) % Umidade
T1 — Controle -0,01 15
T2- DH Leve -0,02 12,5
T3 - DH Moderada -0,03 11
T4- DH Severa -0,05 9

Cada tratamento foi composto por 50 vasos do tipo citros pote conico
de dimensdes de 20 cm de abertura e 30 cm de comprimento. Cada vaso uma unidade
experimental (repeti¢do). As plantas atingiram 50% do florescimento aos 60 DAP sendo que,
de acordo com a literatura, seria o periodo proximo a fase fenoldgica a qual a espécie teria
maior acumulo de dleo essencial. Conforme a presente hipotese, possivelmente a suspensao
da irrigagdo a partir dessa fase, acarretaria alteracdos em parametros biométricos, fisiologicos

e bioquimicos.
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Figura 3. Inicio da suspensao da irrigagdo- 50% das plantas florescidas.

Apds a suspensdo da irrigacdo, realizaram-se avaliagdes, coletas e

processamentos conforme descrito a partir do item 5.5.
5.5 Analises dos parametros biométricos.
5.5.1 Altura de plantas.
Foram realizadas determinagdes de altura das plantas, a partir dos 60
DAP; nesta determinacdo, as plantas foram medidas do colo até o 4pice da haste maior, com
freqiiéncia de 30 em 30 dias.

5.5.2 Comprimento de raiz.

Para a avaliagdo do comprimento do sistema radicular, quatro plantas

de cada tratamento de foram cuidadosamente removidas dos vasos € o excesso de terra
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presente nas raizes retirado em agua corrente, ¢ para medi¢do do comprimento da raiz

principal utilizou-se uma fita métrica.

5.5.3 Determinacdo da massa de matéria fresca (MMF) e seca (MMS) da planta.

Em cada época de amostragem do experimento foram coletados dados
para verificar a MMF e posteriormente a MMS da parte aérea das plantas (folhas, caule e raiz),
em g planta”. Esta anélise foi realizada com o objetivo de se avaliar os indices de crescimento
e distribuicdo da biomassa vegetal entre as diferentes partes da planta. Para a conducdo desta
determinacdo, o material foi acondicionado em sacos de papel e, apds a pesagem da matéria
fresca, foram mantidos em estufa com circulagdo de ar a 30°C + 5 até peso constante, para

posterior medida da massa de matéria seca.

5.5.4 Indices de crescimento.

Para a determinagdo dos indices de crescimento foram coletadas todas
as folhas de cada planta, sendo quatro plantas por tratamento (T1, T2, T3 e T4) em cada época
(E1, E2 e E3).

Os dados da é4rea foliar (cm” planta™) foram determinados através do
medidor LICOR LI-3000 e utilizados para compor os seguintes indices de crescimento: AFE
(area foliar especifica), RPF (razdo de massa foliar, ou o inverso de AFE) e RAF (razdo da

area foliar), de acordo com Atwell et al., (1999) e Wilson et al. (1999).

RPF - Relata a fracdo de biomassa total investido nas folhas:

RPF = MSF / MST - (Massa seca de folhas / Massa seca total), em g cm™

RAF - Reflete o tamanho da area fotossintética em relacdo 4 massa respiratoria:

RAF = AF / W (érea foliar / MS total), em folhas cm” g
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5.5.5 Conteudo relativo de agua (CRA).

Apds a suspensdo da irrigacdo, o conteudo relativo de agua na folha
(CRA) das plantas nas Ocimum basilicum, L foi analisado conforme Barrs e Wheatherley
(1962), através da pesagem da massa fresca (MF), targida (MT) e seca (MS) dos discos

foliares de trés plantas por tratamento, usando a expressao:
% = [(MF-MS) / (MT-MS)]*100
5.5.6 Teor de Clorofilas.

Para a andlise de pigmentos, foram utilizados discos foliares com 1,13
cm’ de didmetro os quais foram mantidos em 1 mL de dimetil-formamida (DMF) por 48 h
para extragdo de clorofilas (a e b). Apods a incubagdo, as leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro nos comprimentos de onda 646,8 ¢ 663,8 nm. Os teores de clorofila foram

determinados a partir de expressoes especificas, descritas por Lee et al. (1987).
5.6 Determinacio das caracteristicas fisiologicas.

Avaliou-se os parametros taxa assimilatéria liquida de CO,,
condutancia estomadtica, transpiragdo e concentragdo interna de carbono. Os valores foram
obtidos através de um medidor portatil de fotossintese Mod. IRGA LI-6400. Foram utilizadas
cinco plantas de cada tratamento durante o periodo experimental.

5.7 Analises bioquimicas.

5.7.1 Coleta e armazenamento do material vegetal.

Para a realizacdo das andlises bioquimicas, foram coletadas quatro

plantas de cada tratamento. Apds a coleta as folhas foram acondicionadas em tubos plasticos



32

do tipo Falcon e imediatamente imersas em nitrogénio liquido para congelamento rapido. Em
seguida, os tubos foram mantidos em Freezer a — 80 °C.

Para o processamento, as folhas foram moidas em almofariz, na
presenca de nitrogénio liquido, até a obtengdo de um po6 fino. Apds pesagem, as amostras

foram armazenadas transferidas para frascos Eppendorf e armazenadas em Freezer a — 80 °C.

5.7.2 Procedimentos para obtenc¢do do extrato bruto.

As amostras foram processadas para obtengdo de dois extratos
diferentes: o primeiro para a analise do teor de L-prolina e o segundo para as analises de
atividade enzimatica.

Para o primeiro extrato (andlise de prolina), amostras de tecido foliar
(100 mg) foram ressuspensas em 2,0 mL de acido sulfosalicilico (3% em agua destilada).
Apos centrifugacdo por 10 min a 4.000 x g, o sobrenadante foi coletado e armazenado em
freezer a - 80° C.

O extrato para as analises das enzimaticas (SOD, CAT) e para a
analise da concentracdo de proteina foi obtido pela ressuspensdo do material vegetal (200 mg)
em 2,0 mL de tampao fosfato de potassio 0.1 M, pH 7,8. Apds centrifugacdo por 20 minutos a

5.000 x g, o sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer a - 80° C.

5.7.3 Determinacéo do teor de proteina soluvel total.

A concentragdo de proteina soluvel presente nos extratos foi
determinada em triplicata, utilizando-se o método descrito por Bradford (1976) com albumina

de soro bovino (BSA) como proteina padrao.

5.7.4 Determinacio do teor de L-prolina

O teor de L-prolina (ung mL-1extrato) foi determinado utilizando-se o

método de Bates et al. (1973). Para a realizagdo do teste colorimétrico, pipetou-se aliquotas de
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100 pL do extrato bruto; 2,0 mL de ninhidrina &cida; 2,0 mL de 4cido acético glacial. Apds
aquecimento em banho-maria a aproximadamente 100 °C por 60 minutos, resfriaram-se os
frascos e efetuou-se leitura a 520 nm. Como referéncia, utilizou-se curva padrdo com (0, 20,

40, 60, 80 e 100 mg) de L-prolina p.a .

5.7.5 Atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD; EC 1.15.1.1).

A determina¢do da atividade da SOD considerou a capacidade da
enzima em inibir a fotorredu¢do do NBT (Azul de nitrotetrazdlio cloreto). A atividade foi
determinada pela adicdo de 50 uL de extrato bruto a uma solugdo contendo 13 mM de
metionina, 75 uM de NBT, 100 nM de EDTA e 2 uM de riboflavina em 3,0 mL de tampao
fosfato de potéssio 50 mM, pH 7.8, conforme descrito por (DEL LONGO et al., 1993).

A reagdo foi iniciada pela iluminagdo dos tubos, em camara composta
por tubos fluorescentes (15 W), a 25° C. Apds 5 minutos de incubagdo, o final da catalise foi
determinado pela interrup¢do da luz (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). O composto azul
formado (formazana) pela fotoredu¢do do NBT foi determinado pelo incremento na absorcao,
feita por espectrofotometria com leituras a 560 nm. Os tubos considerados “branco” para a
analise receberam os mesmos reagentes, porém foram mantidos cobertos com papel aluminio,
portanto, 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 célculo da atividade
especifica da enzima, considerou-se a percentagem de inibi¢do obtida, o volume da amostra e

a concentrag@o de proteina na amostra (ug uL'l).

5.7.6 Atividade da enzima Catalase (CAT; EC 1.11.1.6).

A atividade da enzima catalase foi determinada por medi¢do em
espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 240 nm pelo monitoramento da varia¢do da
absor¢do do peroxido de hidrogénio, conforme Peixoto et al. (1999). Para o teste, 50 uL de
extrato bruto foram adicionados a 950 uL de um tampao fosfato de potassio 50 mM, pH7,0

suplementado com perdxido de hidrogénio a uma concentracdo final de 12.5 mM. A variagdo
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da absorcdo (AE) foi calculada em um intervalo de 80 s, sendo a atividade da enzima calculada
utilizando-se um coeficiente de extingdo molar € = 39,4 mM-1 cm-1. A atividade especifica
(uKat pg Prot™) da catalase, levou em consideragdio a concentragio de proteina soluvel no

teste.

5.8 Determinacio quantitativa do 6leo essencial.

5.8.1 Coleta e armazenamento do material vegetal para extracio do dleo essencial.

Para a realizac¢do das analises de rendimento de d6leo essencial, foram
coletadas amostras de folhas e da inflorescéncia das plantas, nas épocas definidas para cada
amostragem. Apds a coleta as amostras foram acondicionadas em sacos de papel e mantidas
estufa a 30°C, para secagem. Ao atingir massa constante, foram separadas amostras para a

realizagdo das avaliagdes quantitativas (rendimento e produtividade) .

5.8.2 Determinac¢io quantitativa do dleo essencial de plantas de O. basilicum L.

A andlise quantitativa do dleo essencial foi realizada no laboratério de
plantas medicinais localizado no Departamento de Producdo Vegetal - Setor de Horticultura da
Faculdade de Ciéncias Agronomicas - UNESP, Campus de Botucatu-SP. O aparelho utilizado
para a hidrodestilagcdo foi um modelo Clevenger modificado. As amostras de material foliar
seco foram colocadas em baldes (1000 mL) contendo 500 mL de 4gua destilada. Apos a
hidrodestilagdo, o hidrolato (dgua + oleo essencial) foi retirado com auxilio de pipeta de
Pasteur e transferido para recipientes fechados e levados por algumas horas no secador para
retirada da umidade. A determinacdo quantitativa (rendimento do oleo essencial) foi feita

através da diferenca do peso dos recipientes previamente tarados, em balanga analitica.



Figura 4. Visualizagdo do procedimento de hidrodestilagao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Parametros de crescimento.

6.1.1 Atura de planta.

De acordo com a tabela 5 para a altura de plantas (cm), observou-se
que na época 1 (El, ou 60 DAP) ndo se observou diferengas significativas entre os
tratamentos, indicando que as plantas até este ponto de observagdo, mantiveram padrdes de
crescimento semelhantes, provavelmente devido ao fato de que o solo ainda estava em
condi¢do de capacidade de campo. A partir da suspensdo da irrigagdo (€pocas E2 e E3; 90 e
120 DAP, respectivamente) observou-se que as plantas dos tratamentos T3 e T4 apontaram

decréscimo para altura de plantas, quando comparadas ao controle.
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Tabela 5. Valores médios para altura de plantas (cm) de Ocimum basilicum L. nos
diferentesniveis de deficiéncia hidrica em trés épocas de amostragem durante o ciclo da

cultura.

Tratamentos de deficiéncia hidrica

Epocas
Controle Leve Moderado Severo
E1l 40.60 cA 41.20 cA 41.20 cA 40.60 bA
E2 51.20 bA 51.60 bA 48.60 bB 44.00 aC
E3 56.20 aB 59.00 aA 51.40 aC 46.60 aD

Médias seguidas pela mesma letra na coluna (mintiscula) ou na mesma linha (maiuscula) nao

diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV %= 2,89

Conforme discutido por Soha et al. (2010), plantas de O. basilicum
apresentam redu¢do nos pardmetros de crescimento, quando submetidas a DH (30% da
capacidade de campo). Jaleel et al. (2010), Khorasaninejad et al. (2011) e Carvalho et al.
(2003) também observaram reducdo nos parametros de crescimento de espécies medicinais,
quando avaliados os parametros fisioldgicos e de crescimento.

Segundo Kudrev (1994), a deficiéncia hidrica é um fator capaz de
interromper processos de crescimento, ndo apenas diminuindo o acumulo de massa fresca e
seca, mas também alterando o processo de crescimento e acelerando processos catabolicos.

De acordo com Larcher (2000) a primeira e mais sensivel resposta a
deficiéncia hidrica ¢ a diminui¢c@o da turgescéncia e associada a esse evento, a diminui¢do do
processo de crescimento (em especial o crescimento em extensao).

A acentuada redug@o na altura das plantas submetidas aos tratamentos
de DH moderada e severa pode estar associada com o alongamento celular, devido a perda da

turgescéncia das células (Lacher, 2006).
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T4 T3 T2 Tl

Figura 5. Diferencas visuais para altura de plantas entre tratamentos (T1, T2, T3 e T4) na

época de amostragem (E3).

6.1.2 Comprimento de Raiz.

O comprimento radicular (Tabela 6) entre os tratamentos e durante E1
e E2, ndo diferiu estatisticamente. Houve redugdo deste pardmetro para os tratamentos de DH,
comparados ao controle, somente a partir da terceira avaliagdo (120 DAP). Diferentemente da

altura de plantas, o comprimento de raizes respondeu mais tardiamente aos efeitos da DH.
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Tabela 6. Valores médios (n=5) para comprimento de raiz (cm) de plantas de Ocimum

basilicum L nos diferentes niveis de deficiéncia hidrica em trés épocas de amostragem.

Tratamentos de deficiéncia hidrica

Epocas
Controle Leve Moderado Severo
E1l 26.00 cA 26.00 bA 26.00 aA 26.00 aA
E2 33.80 bA 35.60 aA 31.80 aA 32.00 aA
E3 41.20 aA 34.00 aB 31.40 aB 29.60 aB

M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna (mindscula- tratamento) ou na mesma linha

(maiuscula-época) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV =12,7%

O trabalho de Kannan e Kulandaivelu (2011) aponta também a
redug@o no comprimento de raizes em ginseng (Withania somnifera Dun.) cultivado sob maior
intervalo entre as irrigagdes (3 dias). O mesmo comportamento foi citado pelos trabalhos de
Sankar et al. (2007) em plantas de Abelmoschus esculentus L., Wang et al. (2005) em
espécies de Populus submetidos a DH.

Ja Jaleel (2008) apresentou resultados contrarios em plantas de
Catharanthus roseus , quando estas foram cultivadas a 60% da capacidade de campo.

Os parametros de crescimento sdo influenciado por varios fatores
internos e externos, sendo uma importante ferramenta para avaliacdo da produtividade.

Caracteristicas da raiz, especialmente o comprimento, densidade
radicular e espessura, sdo importantes para o pleno desenvolvimento da parte aérea. O
incremento desses parametros favorece a capacidade da planta em absorver dgua e ¢ um
importante mecanismo de adaptacdo a seca.

A relagdo raiz-parte aérea depende de uma complexa rede de processos
nutricionais e do desenvolvimento (TAIZ; ZEIGER, 2004). Estes autores ainda argumentam
que hé a possibilidade de se considerar a existéncia de um balango funcional entre a absorg¢ao
de 4gua pelas raizes e a fotossintese na parte aérea. A parte aérea de uma planta crescera em
fungdo da absor¢do de agua pelas suas raizes, sendo que a agua ¢ um dos fatores ambientais

que mais limitam o crescimento vegetal.
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Quando as plantas sdo submetidas em DH, os 4pices radiculares
comecam a perder turgidez e o crescimento radicular se processa essencialmente em zonas que
permanecam umidas. Assim, ¢é freqiiente encontrar-se um sistema radicular
predominantemente superficial quando todas as camadas estdo tmidas; quando as camadas
superficiais comecam a secar, ocorre um crescimento radicular para areas mais profundas do

solo (TAIZ; ZEIGER, 2004).

6.1.3 Matéria seca de folhas, caule e raizes.

A DH aplicada ao manjericdo (tratamentos T2,T3 e T4) provocou
reducdes significativas no acumulo ou producdo de matéria seca de folhas e caule (parte
aérea).

A massa seca das folhas (MSF) das plantas do T1 (controle) foram as
que apresentaram melhor resultado, com maiores médias em todas as épocas (0.36 g planta™

em E1/0.52g em E2/ 0.69g em E3 respectivamente) de acordo com a tabela 7.

Tabela 7 Valores médios (n=4) para matéria seca das folhas (g) de plantas de Ocimum

basilicum L. cultivadas sob diferentes tratamentos de deficiéncia hidrica em trés épocas de

amostragem.
, Tratamentos de deficiéncia hidrica
Epocas
Controle Leve Moderado Severo
E1l 0.36 cA 0.35 bA 0.35 bA 0.36 bA
E2 0.52 bA 0.52 aA 0.39 aB 0.38 abB
E3 0.69 aA 0.54 aB 0.42 aC 0.39 aC

Médias seguidas pela mesma letra na coluna (mintscula-tratamento) ou na mesma linha

(maitscula-época) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV =4,5 %

Na época de observagdo 1 (E1) ndo se observou diferenca significativa

entre os tratamentos.
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Na E2,observou-se que o controle e a DH leve (T1 e T2) nao
apresentaram diferenca significativa. Entretanto, diferiram dos tratamentos T3 e T4, que
também ndo apresentaram diferenga para MSF entre si. Na época 3 (E3) a média dos
tratamentos T3 e T4 ndo diferiram entre si e apresentaram os menores valores para MSF.

Com rela¢do 4 matéria seca do caule (MSC), tabela 7, as plantas nio
apresentaram diferengas estatisticas significativas, na €poca 1 (E1), independentemente do
tratamento.

Na E2, os tratamentos T1 e T2 foram os que apresentaram maiores

valores (média de 1,37 g planta™), o que se manteve constante até E3 (Tabela 8).

Tabela 8. Valores médios (n=4) para matéria seca do caule (g) de plantas de Ocimum

basilicum L. cultivadas sob diferentes tratamentos de deficiéncia hidrica em trés épocas de

amostragem.
i Tratamentos de deficiéncia hidrica
Epocas
Controle Leve Moderado Severo
E1l 0.3733 bA 0.3681 bA 0.3623 bA 0.3595 bA
E2 1.3711 aA 1.3604 aA 0.9076 aB 0.7985 aC
E3 1.3786 aA 1.2941 aA 0.8933 aB 0.7650 aC

Médias seguidas pela mesma letra na coluna (mintscula-tratamento) ou na mesma linha

mailuscula-epoca) nao diferem entre s1 pelo teste 1ukey ao nive 0. =3.9%
iiscula-época) ndo dif: i pel Tukey ao nivel 5%. CV = 5.9%

Ainda em E2 os tratamentos T3 e T4 diferiram estatisticamente entre
si, quando encontrou-se os menores valores para MSC, respectivamente 0,907g e 0,798g.

Finalmente em E3, observou-se que as plantas do tratamento controle e
DH leve apresentaram valores de MSC acima daqueles observados para plantas do tratamento
DH moderada e DH severa (as quais tiveram os valores de MSC diferentes estatisticamente
entre si).

O parametro matéria seca de raiz (MSR), revelou que a DH interferiu

no desenvolvimento deste orgdo. Enquanto os tratamentos controle (T1) e DH leve (T2)
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mantiveram-se em valores de 0.4578g e 0.4338 g para E3, as plantas dos tratamentos T3 e T4
apresentaram médias superiores (0.7008g e 0.7468g respectivamente). Este resultado indica
que a DH aplicada em niveis moderado e severo apresentou efeito de indugdo do crescimento

radicular (Tabela 9).

Tabela 9. Valores médios (n=4) para matéria seca da raiz (g) de plantas de Ocimum basilicum

L. cultivadas sob diferentes tratamentos de D H em trés épocas de amostragem.

Tratamentos de deficiéncia hidrica

Epocas
Controle Leve Moderado Severo
El 0.2333bA 0.2393 bA 0.2378bA 0.2465bA
E2 0.4546aC 0.4870 aC 0.6758aB 0.7418aA
E3 0.4578aB 0.4338 aB 0.7008aA 0.7468aA

Médias seguidas pela mesma letra na coluna (mindscula-tratamento) ou na mesma linha

(maiuscula-época) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV =7.3 %

Segundo Marques (2011), o comprimento das raizes de plantas de
caléndula ndo apresentou diferencas significativas entre os diferentes niveis das laminas de
irrigagdo testadas, entretanto a massa seca de raizes foi maior para o tratamento sem irrigagao.

Avaliando-se a matéria seca total (MST) em E3, nota-se que os

maiores valores foram encontrados nas plantas dos tratamentos T1 e T2 (Tabela 10).
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Tabela 10. Valores médios (n=4) para matéria seca total (g) de plantas de plantas de Ocimum

basilicum L. cultivadas sob diferentes tratamentos de D H em trés épocas de amostragem.

Tratamentos de deficiéncia hidrica

Epocas
Controle Leve Moderado Severo
E1l 0.9672 cA 0.9697 bA 0.9597 cA 0.9522 cA
E2 2.3535bB 2.3727 aB 2.8976 aA 2.7800 aA
E3 2.5307 aA 2.2764 aB 2.0184 bC 1.9130 bC

M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna (minuscula-época) ou na mesma linha

(maiuscula-tratamento) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV =3,7 %

Marques et al. (2009) observou que as diferentes laminas de irrigagdo
influenciaram as varidveis relacionadas ao crescimento e a producdo em plantas de orégano
este resultado corrobora com Pravuschi et al. (2010).

Singh (2003) constataram diferengas significativas na matéria seca das
folhas, caule, raizes e total em todos os tratamentos hidricos, havendo crescente redugdo, de
acordo com a severidade do estresse aplicado.

Como o estresse hidrico causado pela seca se desenvolve de maneira
gradual, ha sequéncia de eventos que ocorrem, sendo a primeira e a mais sensivel resposta ao
déficit hidrico a diminui¢do do processo de crescimento em consequéncia da diminui¢do da
turgescéncia (LARCHER, 2006). Desse modo, justificam-se as redu¢des na MSF, MSC, MSR
e MST, a medida que o estresse hidrico se torna mais severo.

Desde modo, justificam-se as redugdes na MSF, MSC, MSR e MST a
medida em que a deficiéncia hidrica se torna mais intensa.

A partir dos dados de massa seca (MS) de O. basilicum avaliou-se a
distribuicdo da biomasa ao final do experimento (%). Esta andlise indicou que as porcentagem
de massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca de raizes (MSR) em relagdo a massa seca
total (MST) apresentaram diferengas significativas. Assim observou-se que houve

interferéncia na distribuicdo da biomassa final nos tratamentos submetidos a DH. Por outro
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lado quando a parte adrea foi dividida entre folhas e caule, observou-se que a relagdo entre a
MSF/MST foi menor que a relagdo entre MSC/MST.
Portanto em ambas as relagdes os tratamentos T3 e T4 foram que

apresentaram os menores valores, os quais estdo demonstrados na tabela 11.

Tabela 11. Valores médios (n=4) para biomasa final (%) de Ocimum basilicum L. cultivadas

sob diferentes tratamentos de D H em trés épocas de amostragem.

TRATAMENTOS DE DEFICIENCIA HIDRICA

PARAMETROS
Controle Leve Moderado Severo CV%
MS Folha/MS Total 27.483 a 24123 b 21.064 ¢ 20.863 ¢ 43
MS Caule/MS Total 54.437 a 56.797 a 44285 b 40.037 ¢ 4
MS Aérea/MS Total 81.921 a 80.920 a 65.349 b 60.901 ¢ 2.5
MS Raiz /MS Total 18.078 ¢ 19.079 ¢ 34.650 b 39.098 a 6,5

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%.

6.1.4 Area foliar, Razio de area foliar, Razio de peso foliar.

Os niveis de DH aplicados causaram alteragdes significativas na area
foliar (Tabela 12).

As plantas dos tratamentos T2, T3, T4 comportaram-se de modo
semelhante ao controle na época 1 (E1, 60 DAP); Por outro lado, E2 (90 DAP) e E3 (120
DAP) as plantas submetidas a DH (T2, T3 e T4) apresentaram redug¢des significativas em na

area foliar total, quando comparadas as plantas do tratamento controle (T1).
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Tabela 12. Valores médios (n=4) para area foliar (cm?) de plantas de plantas de Ocimum

basilicum L. cultivadas sob diferentes tratamentos de D H em trés épocas de amostragem.

Tratamentos de deficiéncia hidrica

Epocas
Controle Leve Moderado Severo
E1l 34.0150 bA  34.2650 cA 33.7650 bA 32.9475 bA
E2 90.9350 aA  59.8075 bB 55.1700 aB 45.8350 aC
E3 97.7075aA  71.7975 aB 48.1950 aC 48.1950 aC

M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna (minuscula-época) ou na mesma linha

(maiuscula-tratamento) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV=11,5%
p y

Para razdo de area foliar (RAF) os tratamentos T2, T3 e T4 também

apresentaram valores inferiores a T1 durante E2 e E3. (tabela 13).

Tabela 13. Valores médios para razio de area foliar RAF (m*folha g MS planta) em plantas
de Ocimum basilicum L. cultivadas sob diferentes tratamentos de deficiéncia hidrica em trés

épocas de amostragem.

Tratamentos de deficiencia hidrica
Tratamentos

Controle Leve Moderado Severo
E1 46.33 aA 46.08 aA 45.83 aA 45.08 aA
E2 47.82 aA 37.88 bB 42.35abAB 30.21 bC
E3 4731 aA 32.46 bBC 36.64 bB 26.62 bC

M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna (minuscula-época) ou na mesma linha

(maiuscula-tratamento) nao diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV = 8.5%

Segundo BENINCASA (2003), a RAF representa a area foliar util para
a fotossintese, sendo relagdo entre a area foliar, responsavel pela interceptacdo da energia
luminosa e CO, absorvido, ¢ a massa seca total, resultado da fotossintese. Desse modo, com o

crescimento da planta sob condi¢des de baixa disponibilidade hidrica havera interferéncia no
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pleno desenvolvimento das folhas (diminuicdo da area foliar util) promovendo entdo o
decréscimo desse parametro.

Finalmente, o tultimo indice avaliado a razdo de peso foliar os
tratamentos (T1, T2, T3 e T4) apresentaram diferencas significativas, porém pouco

expressivas para esse parametro ao decorrer do ciclo da planta (Tabela 14).

Tabela 14. Valores médios para razdo de peso foliar RPF (g MS folhas.m™folhas) em plantas
de Ocimum basilicum L. cultivadas sob diferentes tratamentos de eficiéncia hidrica em trés

épocas e amostragem.

Tratamentos de deficiencia hidrica

[ratamentos Controle Leve Moderado Severo
E1l 0.4908 aA 0.4971 aA 0.4933aA 0.4983 aA
E2 0.2779 cB 0.2773 bB 0.3036bAB 0.3281 bA
E3 0.3355 bA 0.2983 bB 0.3225bAB 0.3426 bA

M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna (minuscula-época) ou na mesma linha

(maiuscula-tratamento) nio diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV = 5.09%.

Os indices avaliados AF, RAF e RPF foram influenciados pela DH,
provavelmente pelos efeitos causados na expansdo celular em folhas.

Com uma menor absor¢do de agua, espera-se baixa pressdo sobre as
estruturas da parede celular, o que pode explicar um menor indice de alongamento da célula o
que trard como conseqiiéncia a reducdo da area foliar.

Esta redugdo ¢ facilmente verificada em plantas que vivem sob
restricdo hidrica, como a que foi observada nesta pesquisa, na qual redugdes de até 50% foram
observadas pelos tratamentos T3 e T4 ao final do ciclo.

Dessa forma, plantas de O. basilicum parecem ter adotado uma
estratégia para a manutengdo do estado hidrico que foi verificada nos indices fisioldgicos

descritos.
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6.1.5 Conteudo relativo de agua

Durante El, o contetido relativo de agua (CRA) ndo apresentou
diferencas significativas entre os tratamentos. Entretanto observou-se a partir de E2 houve
reducdo significativa do CRA para os tratamentos T3 e T4. Na E3 (final do ciclo), o menor
valor correspondente a esse parametro foi encontrado em T4 (Tabela 15).

Rahimi (2010) ao avaliar o desempenho de duas espécies de plantago
(Plantago ovata e P. psyllium) submetidas a DH observou que ambas reduziram o CRA a
partir do 7° dia apds a suspensdo da irrigacdo e encontrado valores para CRA em torno de
60%.

Egert e Tevine (2002) também avaliaram os efeitos da suspensdo da
irrigacdo na planta Allium schoenoprasum. A condicdo de seca resultou em redugdes
significativas no CRA e na transpiracio das folhas.

Finalmente, Pacheco (2001) apds nove dias de suspensa a irrigacdo em
plantas de caléndula (Calendula officinalis L.) também constatou uma expressiva redugdo do
CRA.

Concordando com os autores citados, o presente trabalho aponta uma
relagdo direta entre a reducdo do CRA e paralela com a redugdo de parametros de crescimento

€ trocas gasosas.

Tabela 15. Valores médios para contetdo relativo de agua (%) de Ocimum basilicum L. nos

diferentes niveis de deficiéncia hidrica em trés épocas de amostragem durante o ciclo da

cultura.
i Tratamentos de deficiéncia hidrica
Epocas
Controle Leve Moderado Severo
E1 73.82 bA 73.25 bA 73.65 abA 73.72 aA
E2 79.93 aA 78.60 aA 74.81 aB 69.11 bC
E3 75.63 bA 70.62 cB 71.57 bB 67.34 bC

M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna (minuscula-época) ou na mesma linha

(maiuscula-tratamento) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV =1,61%
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Figura 6. Diferencas visuais entre as plantas dos tratamentos controle (T1) e os tratamentos

submetidos a DH (T2, T3 e T4) na época (E3).

6.1.6 Conteudo de clorofila.

Decréscimo significativo no teor de clorofila a (Tabela 17) foram

notados a partir da E2 em plantas do T4 e a partir da E3 pelo T3.

Observou-se também que em T2 também houve redu¢do do teor de

clorofila a em E3, porém ndo tao expressivo quanto nos demais niveis de DH.
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Tabela 16. Teores médios (n=6) de clorofila a (g cm™) nas folhas de Ocimum basilicum L.

nos diferentes tratamentos com D H em trés épocas de amostragem.

Tratamentos de defiéncia hidrica

Epocas Controle Def. Leve Def. Mod Def. Sev
E1l 10.73 aA 10.73 aA 10.73 aA 10.73 aA
E2 8.97 bA 7.62 bB 7.59 bB 4.28 bC
E3 10.73 aA 7.39 bA 4.80 cB 4.35bB

M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna (minuscula-época) ou na mesma linha

(maiuscula-tratamento) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV =11,23%
p y

Para o teor de clorofila b (tabela 17) os niveis de deficiéncia hidrica

ndo interferiram com a mesma intensidade quando comparados a clorofila a.

Tabela 17. Teores médios (n=6) de clorofila b (ug cm™) em folhas de Ocimum basilicum L.

nos diferentes tratamentos com deficiéncia hidrica em trés épocas de amostragem.

Tratamentos de deficiencia hidrica

Epocas
Controle Def. Leve Def. Mod Def. Sev
E1 7.80 aA 7.80 aA 7.97 aA 7.63 aA
E2 5.96 bB 6.57 aB 6.45 aB 7.97 aA
E3 3.29¢cB 6.44 aA 4.88 bAB 4.65bB

Médias seguidas pela mesma letra na coluna (mindscula-época) ou na mesma linha

(maiuscula-tratamento) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV =17,11%

Os danos causados ao processo de fotossintese geralmente tornam-se
evidentes e mais pronunciados em situa¢des de DH severa como relatado por Massacci et al.
(2008) em Gossypium hirsitum , Kiane et al. (2008) em Helianthus annus e Jaleel et al. (2009)

em Catharanthus roseus . Esses danos serdo prejudiciais as plantas, pois a medida que
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favorecem a formacdo de ERO ocorrera a oxidagdo dos pigmentos fotossintéticos, lipideos de
membrana, proteinas e dcidos nucléicos.

Carvalho (2003) estudando a relagdo entre a disponibilidade de agua
no solo e crescimento em plantas de artemisia, afirma que a concentragdo de clorofila (SPAD)
tende a diminuir quando as plantas sdo submetidas a DH, o que indica um possivel inicio da
senescéncia foliar. Portanto, os resultados encontrados no presente trabalho sdo confirmados
também por outros autores (ASHRAF et al. 1994; SAIRAM et al., 1997).

Ja Rahimi (2010) ¢ Danda e Behl (2004) encontram resultados

contraditorios, pois houve incremento no teor de clorofila (SPAD).

6.2 Trocas Gasosas

As taxas de fotossintese liquida (A) foram significativamente
reduzidas a partir da aplicacdo dos tratamentos de DH (de T2 para T4). Todos os tratamentos

sujeitos a DH demonstraram diferenga estatistica com relagdo ao controle nas E2 e E3. (Tabela

18).

Tabela 18. Valores médios (n=5) para fotossintese liquida (A) (nmol CO* m? s™) de Ocimum

basilicum L sob diferentes tratamentos com deficiéncia hidrica, aferidos em trés épocas de

amostragem.
B Tratamentos
Epocas
Controle Def. Leve Def. Mod Def. Sev
E1l 7.39 aA 7.78 aA 7.84 aA 7.36 aA
E2 4.84 bA 1.76 bB 1.34 bB 0.87 bB
E3 5.09 bA 2.01 bB 2.02bB 1.39bB

Médias seguidas pela mesma letra na coluna (mindscula-época) ou na mesma linha

(maiuscula-tratamento) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%.CV =17,76.
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Figura 7. Valores médios para fotossintese liquida (A) e condutancia estomatica (gs) de
Ocimum basilicum L sob diferentes niveis hidricos ( —#— - Controle, —#*— - DH Leve,

—¥— -DH Moderadae —=— -DH Severa) em trés épocas a partir do florescimento.

Lawlor (2002) relaciona o declinio da atividade fotossintética sob
condi¢des de DH com algumas limitagdes metabolicas, sendo uma delas a reducdo da sintese
do ATP. No entanto, Cornic ¢ Fresneau (2002) apoiam a ideia de que o fechamento dos
estomatos ¢ principal motivo para a reducdo das taxas de fotossintese como resultado a DH.
Isso ocorre porque a taxa maxima de fotossintese liquida pode ser recuperada quando as folhas
voltam a captar a quantidade de CO, padrdo para a eficiéncia do processo.

Assim, as causas para a baixa taxa fotossintética em condi¢des de DH
dependem ndo sé do estresse, da espécie ou cultivar, mas também na complexa interagdo entre
fatores como a idade da planta e das folhas e a intensidade luminosa (FLEXAS et al., 2004).

Os valores da condutdncia estomatica (gs) (Figura 7) diminuiram
gradualmente durante as trés épocas de amostragem. Na E1, os tratamentos submetidos a DH
ndo diferiram do controle, sendo que s6 a partir da E2 verificou-se significativa redugéo;
entretanto ndo foi aferida diferenca estatistica entre os diferentes niveis de DH.

Finalmente, na E3 os tratamentos de DH diferiram entre si e os
menores valores encontrados foram no tratamento de DH severa, seguido pelo DH Moderada e

DH leve (Tabela 19).
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Em condi¢des DH as plantas normalmente apresentam um decréscimo
paralelo de A e gs (NI e PALLARDY, 1992). Um rapido fechamento estomatico pode estar
associado a adaptacdo das plantas a deficiéncia hidrica (MENCUCCINI et al., 2000).

Tabela 19. Valores médios para condutincia estomatica (gs) (mol H,O m? s) de Ocimum
basilicum L. sob diferentes tratamentos com deficiéncia hidrica em trés épocas de

amostragem. trés épocas de amostragem partir do florescimento.

i Tratamentos
Epocas
Controle Def. Leve Def. Mod Def. Sev
E1 0.0753 aA 0.0792 aA 0.0742 aA 0.0710 aA
E2 0.0393 bA 0.0225 bB 0.0329 bAB 0.0264 bAB
E3 0.0761 aA 0.0369 bB 0.0316 bBC 0.0199 bC

Médias seguidas pela mesma letra na coluna (mindscula-época) ou na mesma linha

(maiuscula-tratamento) nao diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%.CV=20,08%

Em plantas de O. basilicum a sensibilidade de gs demonstrada frente 4s
reducdes da disponibilidade hidrica no substrato, comprovada em E2, indicam a regulagdo
estomatica permitindo a planta menor transpiragdo (E) (Tabela 19), controlando a perda de
agua e diminuindo os possiveis danos a planta, apesar da redug@o da assimilacdo de CO; (A).
A sensibilidade de gs e a redu¢do da disponibilidade hidrica também foi encontrada por

Pacheco et al. (2011) e Jallel et al. (2007)
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Tabela 20. Valores médios para transpira¢do (E) (mmol H,O m™ s™) em plantas de Ocimum
basilicum L sob diferentes tratamentos com deficiéncia hidrica, aferidos em trés épocas de

amostragem trés épocas de amostragem partir do florescimento.

i Tratamentos
Epocas
Controle Def. Leve Def. Mod Def. Sev
E1l 2.110 aA 2.710 aA 2.471 Aa 2.241 aA
E2 1.003 bA 0.587 cB 0.848 bAB 0.923 bA
E3 1.942 aA 1.013 bB 0.921 bB 0.550 cC

Médias seguidas pela mesma letra na coluna (minuscula-época) ou na mesma linha

(maiuscula-tratamento) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV = 12,75

No presente estudo também foi encontrado um incremento de Ci
(Tabela 21) nos tratamentos de DH leve e moderada na E3 (final do ciclo).
O tratamento de DH severa diferiu do controle, porém valores

inferiores aos encontrados na DH moderada e leve em E3 (Figura 8).

Tabela 21. Valores médios para concentragdo interna de CO, (Ci) (umol CO,.L") em plantas
de Ocimum basilicum L sob diferentes tratamentos com deficiéncia hidrica, aferidos em trés

épocas de amostragem trés épocas de amostragem partir do florescimento.

, Tratamentos
Epocas
Controle Def. Leve Def. Mod Def. Sev
E1l 224.27 aA 224.27 bA 224.27 bA 224.27 bA
E2 181.98 bC 222.45 bB 222.35bB 250.29 aA
E3 238.44 aC 281.77 aA 295.85 aA 252.19 aB

Médias seguidas pela mesma letra na coluna (mindscula- tratamento) ou na mesma linha

(maiuscula-época) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV = 14,16%
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Machado et al. (1999) sugerem que o aumento de Ci, sob baixa
disponibilidade hidrica, pode estar relacionado a queda na atividade de enzimas envolvidas no
processo de fixacdo de CO,.

Comportamento semelhante (incremento de Ci com baixos valores de
gs) foi observado por Nascimento, (2009) em plantas de Attalea funifera quando submetidas
DH.

Fatores ndo estomaticos, como reducdo da atividade e concentragido da
enzima Ribulose 1-5 bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), taxa de transferéncia de
elétrons e redugdo da eficiéncia fotoquimica de FS 2, em condi¢cdes de DH podem prejudicar a
fotossintese (KAISER, 1987 ; FLEXAS e MENDRANO, 2002; LAWLOR e CORNIC, 2002).

A limitagdo da sintese de RuBP provavelmente esta ligada a redugdo
na sintese de ATP, por uma progressiva inativagdo de fatores de acoplamento resultante do
aumento da concentracdo idnica (Mg'?) e ndo a reducdo da capacidade do transporte de
elétrons ou de protons (LAWLOR, 2002).

Todavia, é importante considerar que o controle da entrada de CO, e
da saida de 4gua ¢ realizado continuamente por ajustes nas aberturas dos estomatos
distribuidos em todas as folhas.

A medida que ocorre maior decréscimo no CRA, a liberacdo de CO,
de origem ndo foto-respiratdria (isto €, proveniente da ndo-fixagdo fotossintética) se torna

relativamente alta, levando a uma maior Ci (LAWLOR, 2002; PACHECO, 2011).
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Figura 8. Valores médios para transpiracdo (E) e concentragdo interna de CO, (Ci) de
Ocimum basilicum L sob diferentes niveis hidricos ( —#— - Controle, —#— - DH Leve,
—7— - DH Moderada ¢ —=— - DH Severa) em trés épocas de amostragem partir do

florescimento.

6.3 Analises Bioquimicas.

6.3.1 Determinacio do teor de proteina soluvel total.

A analise do teor de proteinas soliveis nas folhas ¢ um pardmetro de
referéncia para os resultados da atividade de varias enzimas. Como as atividades das enzimas,
estdo diretamente ligadas ao teor de proteina soluvel nas folhas, pode-se previamente inferir
que as mesmas tiveram suas atividades alteradas em funcdo da DH. Resultados preliminares
(LEONARDO, 2003 E TONIN, 2005), demonstraram que a salinidade interferiu no teor de
proteina total em pimentao.

Conforme ilustrado na Figura 9, observou-se que com o aumento da

DH houve uma redug@o na concentracio de proteinas.
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Figura 9. Valores médios (n=6) para teor proteina soluvel (ug uL-1) em folhas de plantas de
Ocimum basilicum L. submetidas a diferentes tratamentos com deficiéncia hidrica em trés

épocas de amostragem (I E1; © E2; Il E3).

Ascher et al. (1997) descrevem que em plantas submetidas a condi¢des
ambientais adversas, ocorrem alteragdes no seu metabolismo primario. Em nivel do complexo
protéico, podem ocorrer mudangas na estrutura conformacional. Os autores afirmam que em
condig¢des de estresse pode ocorrer decréscimo no teor de proteinas, em fung¢do do aumento da
sintese de proteases.

As proteinas s@o encontradas em todas as partes das células, uma vez
que sdo fundamentais sob todos os aspectos da estrutura e funcdo celulares, e alteragdes nos
teores de proteinas podem representar um grande dano para o crescimento e desenvolvimento

das plantas.
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6.3.2 Teor de Prolina.

A tolerancia das plantas a condi¢des desfavoraveis, principalmente em
relacdo a DH, tem sido associada ao acumulo de prolina, o que pode representar um marcador
bioquimico de alteragdes metabolicas geradas por diferentes tipos de estresse (LIMA et al.,
2004).

De acordo com a figura 10 a interag@o entre as épocas de amostragem
e os diferentes niveis de DH observou-se que T1, T2, T3 e T4 ndo demonstraram diferenga
estatistica em (E1). Entretanto em E2 e E3, todos os tratamentos diferiram estatisticamente
entre si, quando analisados pelo teste T a nivel de 5% de significancia e o tratamento T4

apresentou os maiores valores para o teor de prolina.

aA

aA

Prolina (uM prol g MF)

aA bD aD bA

Controle DH Leve DH Mod DH Sev

Tratamento

Médias seguidas pela mesma letra minuscula (tratamento) e maiuscula (€poca) ndo diferem

entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%.durante o ciclo da cultura. CV = 15%

Figura 10. Valores médios (n=4) para teor de prolina (uM prolina g-' MF) em folhas de
plantas de Ocimum basilicum L. submetidas & diferentes niveis de deficiéncia hidrica em trés

épocas de amostragem (I E1; © E2; Il E3).
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Existem na literatura contradi¢des em relagdo a fungdo do acumulo de
prolina em plantas submetidas a estresse, alguns autores afirmam que a prolina teria fungdes
ligadas a processos de adaptacdo ao déficit hidrico (SINGH et al,1973), contudo outros
apontam a prolina como indicador de estresse (BECKER; FOCK, 1986). Apesar de ndo haver
claras evidéncias de maior acumulo de prolina em espécies tolerantes que em espécies
sensiveis (GREENWAY; MUNNS, 1980), e em alguns casos este mecanismo parece fazer
parte do processo de protecdo contra o estresse hidrico.

As plantas diminuem o seu potencial osmético com o acumulo de
prolina e de outros solutos nos vacuolos celulares (ajustamento osmético), ou caracterizando-
se como reserva de nitrogé€nio, principalmente na sintese de enzimas especificas.

O mecanismo de acimulo de prolina em situagdes estressantes,
entretanto, ndo ¢ ainda claramente entendido. Decréscimo nos niveis de proteina poderia,
segundo Marur et al. (1994), refletir em diminuic¢do da sintese ou em aumento da degradacio,
levando a altos niveis de aminoacidos livres.

O aumento no teor de prolina livre, devido a DH tem sido relatada por
muitos autores (JOHARI PIREIVATLOU et al., 2010; SHAO et al., 2005; BAJJI et al., 2000;
DELAUNEY; VERMA, 1993). Estes autores relataram que o acumulo de prolina livre é muito
importante no reforco das plantas para tolerar o desequilibrio osmotico promovido no
citoplasma das células em fung¢do do decréscimo da disponibilidade hidrica no solo.

Os resultados obtidos pelo estudo feito por Akhkha et al. (2011)
mostraram que a deficiéncia hidrica ocasinou um incremento nos teores de prolina livre em
alguns cultivares de Triticum durum (cultivares: Hab- Ahmar, Sindy-1 e Sindy-2); em
contraste, a deficiéncia hidrica causou uma diminuig¢éo no teor de prolina no cultivar Al-gaimi.

Tatar e Gevrek (2008) sugeriram que a prolina esta envolvida também
na protecdo contra o estresse oxidativo (ERO) a medida que promove o ajustamento osmotico
durante o inicio da DH.Isso ocorre uma vez que em sua sintese, a partir do glutamato, ocorrem
duas reagdes de reducdo as custas de NADPH, primeiro na formagdo de glutamato semi-
aldeido e posteriormente na reducdo da P5C (pirrolina 5-carboxilato) a prolina. Portanto a
sintese de prolina fornece NADP que sera receptor de eletrons no fotossistema 1
(LEHNINGER et al., 1993), evitando que esses elétrons reduzam o O, levando a geragao de
02" e H,0,, processo conhecido como reag¢do de Meller (HALLIWELL, 1982).
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Também foi comprovado que a prolina tem um papel essencial na
estabilizagdo de proteinas e membranas celulares nas células vegetais na presenca de altos
niveis de osmolitos (FAROOQ et al., 2009; ERRABII et al., 2006).

Além disso, tem sido proposto, também, que a prolina pode atuar na
estabilizagdo das estruturas das proteinas, favorecer a estabilizagdo do pH citossolico e

auxiliar no equilibrio redox das células estressadas (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008).

6.3.3 Analise da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD).

A analise para a atividade da enzima SOD (Figura 11) demonstra para
E2 e E3, que houve incremento da atividade da SOD nos tratamentos de DH moderada e
severa.

Miszalski et al. (1998) e Broetto et al. (2002) demonstraram que a
enzima SOD apresenta um incremento na atividade quando as plantas sdo submetidas a uma
condicdo ambiental limite, seja hidrica, térmica, salina, alta intensidade luminosa, injurias por
insetos ou fitopatogenos. Assim, Manivann et al. (2007) confirmam as informagdes citadas
por estes autores ao relatar que o aumento da atividade da SOD favorece a tolerancia de
plantas de Vigna unguilata a DH.

A dismutagdo das ERO pode indicar a eficiéncia do sistema
antioxidante, indicando assim a tolerancia do vegetal frente aos fatores promotores do estresse
oxidativo. Jaleel et al. (2007) citam que a eficiéncia desse sistema em plantas de Phyllanthus
amarus favorece a resisténcia desta quando submetidas a condi¢des salinas.

No entanto, a atividade da enzima pode ser requerida, mesmo em
situagdes normais, para dismutar espécies reativas de oxigénio evoluidas do metabolismo de
acucares na mitocondria, sendo, portanto, necessario para a utilizagdo da SOD como marcador

bioquimico de parametros da atividade da enzima em condi¢des ambientais normais.



60

=
—
=1

aA gA

=) = =

=l [=3 [=3

X X =3
L L L

SOD (U sod pg Prot’!)

=

=3

o
L

0,00 -

Controle DH Leve DH Mod DH Sev
Tratamentos

Médias seguidas pela mesma letra minuscula (tratamento) e maiuscula (época) ndo diferem
entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%.em folhas de plantas de Ocimum basilicum L.

CV=12,15%

Figura 11:Valores médios (n=6) para atividade da enzima superdxido dismutase (U SOD ng
prot’) em plantas de Ocimum basilicum L. submetidas 4 diferentes tratamentos com

deficiéncia hidrica em trés épocas de amostragem (I E1; = E2; Il E3).

6.3.4 Analise da atividade da enzima catalase (CAT).

De acordo com a figura 12 a interacdo entre as épocas e os diferentes
niveis de DH, observou-se que os tratamentos nio diferiram do controle em E1; entretanto em
E2 e E3 o tratamento de T4 e T3 diferiram estatisticamente entre si quando analisados pelo
teste T a nivel de 5% de significancia. Os maiores valores para atividade de CAT foram

encontrados, portanto no tratamento de DH severa (T4).
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Figura 12. Valores médios (n=6) para atividade da enzima catalase (uKat pg prot™) em folhas
de plantas de Ocimum basilicum L. submetidas a diferentes tratamentos de deficiéncia hidrica

em trés épocas de amostragem (I E1; I E2; I E3) .

Pela mesma tabela observa-se que os tratamentos T1 e T2 ndo
ocorreram diferengas estatisticas entre as diferentes épocas de amostragem, sendo
encontrados, portanto os menores valores para atividade da CAT .

A atividade da CAT desenvolve uma fungdo assemelhada a atividade
da SOD em condi¢des de DH, mantendo uma relag@o positiva direta na medida em que hé o
aumento dos niveis de DH.

Este evento pode ter relagdo com um aumento das taxas de respiracdo
celular, em funcdo da alteracdo das rotas metabdlicas (catabolismo) relacionadas com o
desenvolvimento vegetativo. O perdxido de hidrogénio (H,O,) produzido durante a foto-

respiracdo nos peroxissomos pode ser decomposto pela catalase, sendo reduzido a dgua (H,O).
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Sabe-se que a SOD também pode ser responsavel pela elevagdo do nivel de perdxido de
hidrogénio nas células devido a conversédo de radicais superéxido (O7).

Rosa et al. (2005), Tonin (2005), Zhujum et al. (2004), Leonardo,
(2003) e Liang (1999) relataram aumento na atividade da CAT quando as plantas foram
submetidas a estresse salino. De acordo com Jallel et al (2008) houve também um incremento
na atividade da CAT quando as plantas de Catharanthus roseus foram submetidas a condigdes
de seca. A agdo combinada entre as enzimas CAT e SOD converte as ERO em a agua e
oxigénio molecular evitando assim os danos as estruturas celulares sob condi¢des
desfavoraveis como estresse hidrico (REDDY et al., 2004).

Alguns autores confirmam que um conjunto de condi¢des ambientais
estressantes pode interferir, causando altera¢des na estrutura protéica da enzima ou hidrdlise,
causando a redugdo de sua atividade. As alteragdes na atividade da catalase podem ocorrer
como resposta a salinidade, altas intensidades luminosas, temperaturas e outros fatores
estressantes (BROETTO et al., 2002, FEIERABEND; ENGEL, 1986 KALIR; POLJAKOFF-
MAYBER, 1981).

A diminui¢do da atividade da catalase pode demonstrar que, em
algumas plantas submetidas sob condigdes de estresse, o H,O, produzido pode ser mais
consumido em processos oxidativos, como na peroxidacdo de lipideos, do que eliminado do

metabolismo pela a¢do da enzima catalase (BENITEZ et al., 2010).

Cakmak e Horst (1991) analisando enzimas antioxidantes em plantas
de arroz sob estresse salino, constataram reducao da atividade da SOD ¢ CAT com o aumento

da concentragdo de salinidade na agua de irrigagdo.

6.4 Avaliacdo do rendimento e produtividade de o6leo essencial em folhas

(+inflorescéncias) de plantas de Ocimum basilicum L.

O rendimento de 6leo essencial foi avaliado apenas para o periodo

intermediario (E2) e final do ciclo da cultura (E3). A época 1 (El) foi descartada desta
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avaliacdo, por coincidir com o inicio da fase de acumulo (pré-florescimento), o que

experimentalmente ndo resultaria em uma extragdo confiavel.

A tabela 21 ndo aponta diferencas significativas entre os tratamentos
T1, T2 e T3 aos 90 DAP, exceto o tratamento T4 que apresentou redugdo no teor de dleo
essencial.

J& ao final do ciclo (120 DAP) o tratamento T1 manteve o teor de dleo
essencial semelhante a E2. Para os demais tratamentos (T2, T3 e T4) quando comparados com
o controle, verificou-se diminui¢do do teor de 6leo. Ao final do ciclo E3 observou-se que para

os tratamentos T2, T3 e T4 houve menor acimulo de 6leos essenciais.

Tabela 22.Valores médios (n=4) para teor de oleo essencial (%) de plantas de Ocimum
basilicum L. nos diferentes niveis de deficiéncia hidrica na época intermediaria E2 (pleno

florescimento) e época final E3 (pds florescimento).

Tratamentos de deficiéncia hidrica

Epocas

Controle Leve Moderado Severo
E2 1.2173 aA 1.1870 aA 1.1996 aA 0.7469 aB
E3 1.2556 aA 0.5329 bB 0.5934 bB 0.5621 aB

M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna (mindscula- tratamento) ou na mesma linha

(maiuscula-época) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5%. CV = 14.5 %

Ao final do experimento (120 DAP), a massa seca da parte aérea
(Tabelas 7 e 8) nas plantas do tratamento controle apresentou o maior valor em relacdo ao
tratamento T4 (nivel mais baixo de disponibilidade de 4gua no substrato). Dessa maneira, o
rendimento total de 6leo no tratamento (T1) também foi superior quando comparado com os
demais tratamentos de DH (T2, T3, T4). Tal comportamento também ¢ verificado pelo
trabalho de Pravuschi et al. (2010) ao avaliar os efeitos de diferentes laminas de irrigagdo na
producdo de 6leo essencial de manjericdo. No trabalho citado, as plantas submetidas a 100%
ECA (evaporacdo do tanque classe A) durante a primeira colheita (90 DAP) nao apresentaram

diferengas com relacdo ao teor de oleo essencial quando as plantas foram submetidas a
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diferentes laminas irriga¢do, sendo contrario ao presente trabalho apenas quando observamos
os teores de 6leo essencial obtido pelos tratamentos de maior restri¢do hidrica.

Na segunda colheita (150 DAP) apenas o tratamento controle (100%
da ECA) manteve semelhante o teor de 6leo quando comparado ao da primeira, porém os
demais tratamentos (75% ECA, 50% ECA e 0% ECA) reduziram o teor de 6leo essencial
quando comparados aos mesmos tratamentos da primeira colheita.

Marques (2009), ao submeter plantas de orégano (Origanum vulgare
L.) a diferentes laminas de irrigacdo, verificou que aos 90 DAP, as plantas com a lamina de
100 % ECA, obtiveram os valores do rendimento de 6leo essencial superiores aos encontrados
nas demais laminas (75% da ECA até 0% ECA) da mesma forma que Marcum e Hanson
(2006) observaram que a aplicagdo de laminas inferiores a evapotranspiragdo provocam
redugdes no rendimento de dleo essencial de hortela (Mentha sp).

Segundo Correa Junior et al. (1994), plantas irrigadas podem
equilibrar o teor de principios ativos com maior producdo de biomassa, o que resulta em maior
rendimento de 6leo essencial por drea. Conclui-se entdo que o rendimento de dleo essencial €
fungio de seu teor no tecido e da produgdo de material vegetal (OLIVEIRA JUNIOR et al.,
2005).

Este efeito na redugdo do rendimento de éleo essencial encontrado no
presente trabalho, também foi constatado por Lammerink et al. (1989), que apontou que a
queda de flores durante o decorrer do ciclo foi o fator principal que afetou a producdo de 6leo
essencial em Lavandula intermédia. Hornok et al., (1992) também observaram o mesmo
fendmeno, quando as plantas Nepeta catari se encontravam entre o inicio € o completo
florescimento.

Para a produtividade de oleo essencial em folhas de O. basilicum
representados na tabela 23, verificou-se que a medida que aumenta os niveis de DH na E2 ha
uma redugdo nesse parametro. J& em E3 todos os tratamentos (T1, T2, T3 e T4) tiveram
redu¢do na produtividade, porém entre os tratamentos ndo foi encontrada diferencas

estatisticas significativas.



65

Tabela 23.Valores médios (n=4) para produtividade de 6leo essencial (mg planta™) de plantas
de Ocimum basilicum L. nos diferentes niveis de deficiéncia hidrica na época intermediaria E2

(pleno florescimento) e época final E3 (pds florescimento).

Tratamentos de deficiéncia hidrica

Epocas

Controle Leve Moderado Severo
E2 29,2 aA 18,4 aB 16,0 aB 10,7 aC
E3 13,7 bA 10,8 bA 8,6 bA 7,5 aA

M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna (mindscula- tratamento) ou na mesma linha

(maiuscula-época) ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel 5 CV = 23,3 %

Nao se observou efeito das ldminas de irrigagdo na parte radicular, ou
seja, ndo foram observadas diferengas estatisticas para a massa seca de raiz e para o
comprimento de raiz. Silva et al. (2002) obtiveram os mesmos resultad os em Melaleuca
alternifolia Cheel (Myrtaceae) e Carvalho et al. (2003) em artemisia, em que a deficiéncia
hidrica diminuiu o crescimento, a produg¢do de biomassa fresca e seca das plantas e o teor de
oleo essencial. Marcum e Hanson (2006) observaram quedas significativas na produgdo de
oleo essencial de menta na Califérnia quando as plantas foram submetidas a laminas de
irrigagdo inferiores a evapotranspiragao.

Assim, a resposta da planta a deficiéncia hidrica foi demonstrada a
partir dos parametros biométricos, o que refletiu na diminui¢do da produgdo de éleo essencial.
Conforme Pandey et al. (1984), a matéria seca ¢ o resultado de uma resposta integrada da
cultura ao estresse, desde a emergéncia até a maturidade fisiologica. Logo o efeito da
deficiéncia ¢ acumulativo. Assim, a deficiéncia hidrica altera o processo de crescimento,

alterando o acimulo de massa fresca e acelerando os processos catabdlicos.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados, concluiu-se que:

« E possivel o estabelecimento de diferentes tensdes, definidas pelo

teor real de 4gua do solo, baseando-se na curva de reten¢éo de 4gua no solo.

* De acordo com os pardmetros biométricos conclui-se que a area
foliar apresentou diminui¢do expressiva a partir do momento que as plantas foram submetidas
a um estresse moderado; com relagdo ao comprimento de raiz ocorreu redugdo em fungdo do

aumento da DH. O indice de clorofila a diminui em fun¢do do aumento da DH.

* Para a produgdo de massa de matéria fresca, o aumento da DH
causou diminui¢do significativa nos valores, quando as plantas atingiram estresse moderado.
Em relagdo ao acumulo de matéria seca houve alterag@o significativa apenas quando as plantas
foram submetidas a DH considerada severa.

* Os parametros de crescimento avaliados apresentaram relagdo com a
indugdo de deficiéncia hidrica.

* Os parametros fisiologicos (trocas gasosas) também demonstraram

variagdes a medida que foi induzida a deficiéncia hidrica, sendo o tratamento considerado
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Severo o que proporcionou maior alteragdo nesses parametros quando comparados as plantas

que foram mantidas irrigadas durante todo o ciclo.

* O aumento de deficiéncia hidrica no solo foi proporcional ao
aumento da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) e ao aumento da atividade da

enzima catalase (CAT).

* A atividade da enzima catalase (CAT) podem ser utilizadas como
bioindicadores dos niveis de estresse na planta, pois as altera¢des durante a atividade dessas
enzimas podem ocorrer como resposta a salinidade, temperatura, estresse hidrico e outros

eventos estressantes.

* O acumulo de prolina foi observado nos tratamentos de DH Leve

(-0,02 MPa), Moderada (-0,03 MPa), e Severa (-0,05 MPa) a partir dos 90 DAP .

* O tratamento considerado Severo (-0,05 M Pa), com maior

deficiéncia hidrica, interferiu diretamente no rendimento do éleo.

* As plantas submetidas a DH apresentaram aumento no rendimento

de dleo essencial por grama de matéria seca.
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