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RESUMO

Verificou-se a influéncia da deficiéncia hidrica (DH) no actimulo e na composi¢ao do 6leo essencial
de Ocimum basilicum cv. genovese além de parametros bioquimicos relacionados com a resposta
das plantas a DH. As plantas foram produzidas a partir de sementes provenientes da Itdlia. Os
tratamentos foram constituidos por dois blocos, T1 (controle) e T2 (submetido a DH). O tratamento
T2 foi subdividido em trés niveis de intensidade: E1 - estresse leve (Weoma~ - 0,8 MPa); E2 - estresse
moderado (Wioma~ - 1,4 MPa) e E3 - estresse severo (Wroma~ - 2,0 MPa). As plantas consideradas
como controle foram mantidas sempre irrigadas (Wima~ -0,3 a — 0,5 MPa). Suspendeu-se o
fornecimento de dgua quando 50% das plantas iniciaram o florescimento (entre a 10" e 12° semana).
As determinacdes do Won, foram feitas imediatamente antes de amanhecer, medidas em folhas da
parte mediana. Observou-se que com o aumento da DH houve incremento na concentragao de éleo
essencial na inflorescéncia e principalmente nas folhas. Houve diferenca significativa entre os
tratamentos T1 e T2, principalmente na concentragdo de 6leo em folhas, que apresentaram
diferencas no momento em que as plantas foram submetidas a um estresse moderado enquanto que
no caso da concentracio de dleo essencial na inflorescéncia esse efeito s6 foi evidenciado quando a
planta foi submetida a um estresse severo. O composto Linalol foi o que apresentou maior
concentracdo sendo esta mais acentuada na inflorescéncia do que nas folhas; a tnica diferenca
significativa foi com relag@o a substancia Eugenol que na inflorescéncia € a segunda substancia com
maior concentracdo enquanto que em folhas a segunda substancia com maior concentragao € o 1,8
Cineol. Os niveis de DH influenciaram quantitativamente na concentracdo dos componentes do
Oleo. Observou-se que os diferentes niveis de DH induziram proporcionalmente o aumento na
atividade das enzimas SOD e CAT.
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ABSTRACT

The objective of this work was to verifying the influence of hydric deficit in the accumulation and
composition of essential oils of Ocimum basilicum cv. genovese. Parallel, where studied some
biochemical parameters related to water stress. The plants where produced by seeds, originated of
Italy. The treatments were constituted of two blocks, T1 (control) and T2 (submitted the hydric
deficit - HD) The treatment T2 was composed for three levels of HD: E1 - slight stress (-0,8 MPa);
E2 - moderate stress (-1,5 MPa) and E3 — severe stress (-2,3 MPa). The set of plants considered as
control, where maintained well watered. The supplying of water was suppressed when 50 %of the
plants start they flowering process (10 to 12 week). The determinations of total water potential (‘V')
were made in predawn, measured in the leaves of the median part of the plant. There was
significative differences between the treatments T1 and T2, mainly the oil concentration in the
leaves, that shown some differences by the moment that the plants where submitted to moderate
stress. In the case of inflorescence tissues, this effect appeared only by the severe treatment of HD.
The linalol was identified as the more concentrated fraction of the integral oil, more in the
inflorescence than in the leaves. The levels of HD induced quantitatively in the concentration of the
oils. We observed that the different levels of HD seem to have effect in the increase of the enzyme
activities like SOD and Catalase.
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INTRODUCAO

Informagdes sobre o efeito de condicdes de estresse no metabolismo secundario de plantas sdo
derivadas principalmente de esforcos da pesquisa, para maximizar a produ¢do de constituintes
ativos de espécies medicinais, aromdticas e condimentares. Como aplica¢do pratica, avangos no
sentido de compreender a influéncia de fatores ambientais na regulacdo da sintese de metabdlitos
secunddrios, podem contribuir para a maximizag¢do da produ¢do de compostos de interesse nestas

espécies (GERSHENZON, 1984).

Virios autores (OLIVER et al., 2001) fazem referéncia ao acumulo e participagdo de compostos
secunddrios na tolerancia a defici€éncia hidrica. Tais informacdes indicam que através do manejo da
dgua de irrigacdo, pela diminui¢do do fornecimento, pode-se induzir aumento na produgao destes
compostos. Além disso, estes autores discutem que compostos secunddrios como as quinonas,
polidis, flavondides, fendis e carotendides estdo envolvidos nas respostas antioxidantes durante a

deficiéncia hidrica, posto que um dos principais mecanismos moleculares de dano as células



sensiveis a DH € o ataque de radicais livres a fosfolipidios, dcidos nucléicos e proteinas. Outro
mecanismo que a célula dispde para dismutar radicais livres produzidos em condicdo de DH, € a
ativacdo de enzimas do sistema de resposta antioxidativo. Dentre os principais sistemas, destacam-
se as polifenol oxidases, catalases, superdxido dismutases, lipoxigenases, glutationa redutase,

ascorbato peroxidase e peroxidases ( OLIVER et al., 2001).

MATERIAL E METODOS

A parte experimental foi desenvolvida no Departamento de Producdo Vegetal - Setor de
Horticultura da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - UNESP, Campus de Botucatu-SP. As
plantas foram conduzidas em casa de vegetacdo, utilizando-se vasos com capacidade de 5,0 Kg de
substrato. Os vasos foram colocados em bandejas, onde se manteve lamina de &4gua com
aproximadamente 2 cm, considerando-se que a dgua de irrigacdo ascendeu por capilaridade em
sistema de sub-irrigagcdo. Todos os vasos receberam quantidades iguais de substrato, constituido por

solo Latossolo Vermelho Escuro distréfico textura média (Leq), segundo classificagdo feita por

Carvalho et al. (1983). Este solo foi coletado na Fazenda Experimental Lageado, na gleba
denominada “Patrulha”.

A parte analitica dos experimentos foi conduzida no Departamento de Quimica e Bioquimica do
Instituto de Biociéncias - UNESP, Campus de Botucatu, SP. O material coletado (folhas e
inflorescéncias) foi processados e analisado quanto aos parametros bioquimicos e fitoquimicos. A
andlise da composi¢cdo do o6leo foi realizada no Departamento de Fitoquimica do Instituto
Agrondmico de Campinas — IAC, fazenda experimental Santa Eliza.

Para realizacdo das andlises de inferéncia estatistica do experimento, foi adotado um delineamento
em blocos inteiramente casualizados recomendado para ensaios em casas de vegetacdo, onde a
maioria das varidveis experimentais é controlada (BANZATTO & KRONKA, 1989), no esquema
fatorial 2 x 3, com 10 repeticdes, para estudar os efeitos do manejo de dgua sobre diversas

caracteristicas de plantas de Ocimum basilicum L. cv genovese.

Quadro 1: Delineamento experimental em blocos casualizados no esquema fatorial 2 x 3

Blocos Epocas de amostragem
E1 (épocal) E2 (época 2) E3 (época 3)
T1 (controle) T1 x Elontrole T1 x E2 controle T1 x E3 controle
T2 (deficiéncia hidrica) | T2 X Elestresse teve | T2 X E2estresse moderado T2 X E3estresse severo




A determinacdo da atividade da SOD considerou a capacidade da enzima em inibir a fotorredugdo
do NBT (Azul de nitrotetrazdlio cloreto). A atividade foi determinada pela adi¢do de 50 uL de
extrato bruto a uma solu¢do 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 potdssio 50 mM, pH 7.8, conforme descrito por
(DEL LONGO et al, 1993).A reacgdo foi iniciada pela iluminagdo dos tubos, em camara composta
por tubos fluorescentes (15 W), a 25° C. Ap6s 5 minutos de incubagdo, o final da catdlise foi
determinado pela interrupc¢ao da luz (GIANNOPOLITIS & RIES, 1977). O composto azul formado
(formazana) pela fotoredugdo do NBT foi determinado pelo incremento na absor¢do a 560 nm. Os
tubos considerados branco para a andlise 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 necessdria para a inibicdo de 50 % da fotorredu¢do do NBT. Para o cdlculo da
atividade especifica da enzima, considerou-se a percentagem de inibi¢do obtida, o volume da
amostra e a concentra¢cdo de proteina na amostra (g ul'l).

A atividade da enzima catalase foi determinada por medi¢do em um aparelho espectrofotometro a
um comprimento de onda de 240 nm pelo monitoramento da variacdo da absorcdo do peréxido 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 S0 mM, pH7,0 suplementado com perdxido de hidrogénio
a uma concentra¢do final de 12.5 mM. A varia¢do da absorcdo (AE) foi calculada em um intervalo
de 80 s, sendo a atividade da enzima calculada utilizando-se um coeficiente de extin¢ao molar € =
394 mM"' cm™. A atividade especifica (uKat pg Prot') da catalase, levou em considera¢io a
concentracdo de proteina soldvel no teste.A andlise quantitativa do dleo essencial foi realizada no
laboratério do Departamento de Quimica Bioquimica no Instituto de Biociéncias da UNESP,
Campus de Botucatu.

O aparelho utilizado para a hidrodestilacao foi um modelo Clevenger modificado e arquitetado
especificamente para a extracdo de 6leo em amostras de pequeno volume. As amostras (1g) foram
colocadas em baldes volumétricos (50 mL) contendo 30 mL de &4gua destilada. Apds a
hidrodestilacdo em manta aquecedora, o hidrodestilado obtido foi transferido para outro baldao (50
mL) contendo 30 mL de diclorometano. A solucdo foi filtrada na presenga de sulfato de sédio. O
filtrado contendo diclorometano com o 6leo essencial, foi rotacionado em rotaevaporador, para a
destilacdo do diclorometano e separacdo do 6leo. A determinacdo quantitativa foi feita através da
diferenca do peso dos baldes previamente tarados, em balanca analitica. Para o resgate do dleo,
acrescentou-se acetato de etila em quantidade suficiente (aproximadamente 3,0 mL) para se retirar

todo o 6leo aderido as paredes do balao . Apds a pesagem, o 6leo foi armazenado em vidros ambar



hermeticamente fechados e mantido em geladeira a 4°C. A andlise qualitativa do 6leo essencial (%)
foi realizada em cooperacdo com o Departamento de Fitoquimica no Instituto Agrondmico de
Campinas — IAC, Fazenda Experimental Santa Eliza, em Campinas, SP. As andlises para
identificacdo dos constituintes volateis do dleo foram realizadas em cromatégrafo de fase gasosa,
acoplado a espectrometro de massa (Shimadzu, QP-5000) equipado com coluna capilar modelo DB-
5 (30m x 0,25mm x 0,25um). Para a andlise, o equipamento trabalhou com temperatura do injetor a
240°C e do detector a 230°C , baseado no o seguinte programa de controle de temperatura: 60°C —
240°C, 3°C min!. Como fase mével utilizou-se gas hélio, com fluxo de 1,0 mL min™' e volume de
injecdo de 1,0 pl. A identificacdo dos constituintes foi efetuada através da comparacdo dos
espectros de massas detectados na amostra, com espectros conhecidos e armazenados no banco de
dados do sistema CG-EM (bibioteca Nist 62 lib.), conforme citado na literatura (McLAFERTU,
1989) e indice de refracdo (ADAMS, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 1 E 2:Valores médios em (%) para os componentes do 6leo essencial encontrado em folhas

(1) e na inflorescéncia (2) de O. basilicum cujas plantas foram submetidas a diferentes

niveis de DH.

N

Os dados relativos a concentracdo dos componentes do 6leo essencial (%), encontrados nos
diferentes tratamentos e épocas de amostragens estao resumidos no Anexo 1.

De acordo com os resultados apresentados nas Figuras 1 e 2, observa-se que o composto linalol, foi
0 que apresentou maior concentragdo em ambos os tecidos analisados, nas folhas (70,4%) e nas

inflorescéncias (87,6%). Resultados similares foram encontrados por Murungesan & Damodaran,



(1988). Outros autores também relatam que o linalol € o que apresenta maior concentracdo em
Ocimum, embora em valores inferiores a 50% (VIEIRA et al 2001).
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Figura 3 e 4: Valores médios para a concentracio de 6leo essencial (mg g') em folhas (3) e na

inflorescéncia (4) de plantas de Ocimum basilicum em funcao de diferentes niveis de DH.

Conforme demonstrado nas Figuras 3 e 4 o aumento da concentragdo de
6leo essencial nas folhas e na inflorescéncia de plantas de Ocimum basilicum é diretamente
proporcional ao aumento do estresse, provocado neste caso, pela deficiéncia hidrica. Conforme
citado em vdrios trabalhos (SILVA et al. 2002), este padrdo de resposta a DH parece ser comum em
varias espécies medicinais produtoras de 6leos essenciais. Os teores da concentragdo foliar do 6leo
essencial no tratamento T1 (Controle) para todas as épocas de amostragem (E1, E2 e E3) foram
0,37; 0,38 e 0,49% respectivamente. Esses valores confirmam os encontrados por Furlan (2000), em
condi¢des experimentais similares, os quais variaram entre 0,41 a 0,57% de 6leo essencial. Os
resultados encontrados no tratamento T2 (DH) variaram de 0,62 a 1,18%.

Oliver et al, (2001) relatam que existe uma tendéncia e que os compostos terpénicos acumulem-se
sob condig¢des de estresse, principalmente em DH.

Charles et al (1990) relatam que, trabalhando com a espécie Ocimum micranthum, obtiveram
concentracdo de 0,63% e 1,54% de o6leo essencial na inflorescéncia e folhas, respectivamente.
Moraes et al. (2002) apresenta valores proximos a 0,60% na concentra¢do de Sleo essencial de
inflorescéncia de Ocimum selloi. Os trabalhos citados como referéncias foram realizados em
condig¢des climaticas satisfatérias. Os resultados comparados foram menores do que os encontrados

neste trabalho para o tratamento controle (T1) e para o tratamento submetido a DH (T2), que



apresentaram valores de concentracdo média de 1,0% no tratamento T1 e valores entre 1,07% a

1,64% no tratamento T2.
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Figura 5: Valores médios para a atividade da enzima SOD (U SOD pg Prot™) em folhas de plantas

de Ocimum basilicum em func¢ao de diferentes niveis de DH.

Observou-se (Figura 5) que a atividade da SOD aumentou em relagdo ao aumento da severidade da
DH. Segundo Broetto et al. (2002), a SOD apresenta um aumento de atividade quando as plantas
sdo submetidas a uma condi¢cdo ambiental estressante, seja hidrica, térmica, salina, alta intensidade
luminosa, injudrias por insetos ou fitopatégenos.

Outros autores trabalhando com diferentes estresses ambientais relatam resultados semelhantes
(LEONARDO, 2003). Os autores argumentam que a atividade da SOD pode ser interpretada como
marcador bioquimico para reagdes das plantas em situacdes de estresse ambiental, apresentando
fungdes antioxidativas, atuando na dismutacdo de espécies reativas de oxigénio.

A SOD catalisa a dismutacdo de radicais superdxidos para H,O,. Existem trés classes distintas de
SOD, as quais se diferenciam principalmente no seu cofator metdlico. Em plantas CuZn-SOD foi
encontrada nos cloroplastos, no citossol e em mitocondria (Salin & Bridges 1981). Fe-SOD foi
encontrada exclusivamente em cloroplastos (Salin & Bridges 1980) e a Mn-SOD foi detectada em
mitocondria, peroxissomo e citossol (Alsher et al. 1997). Considerando-se que a CuZn-SOD, a Fe-
SOD e a Mn-SOD estdo presentes no citoplasma, no cloroplasto e na mitocondria, respectivamente,
€ possivel medir-se resposta especificas e compartimentalizadas do sistema de resposta
antioxidativo, pelo monitoramento da atividade destas diferentes classes de SOD.

No entanto, a atividade da enzima pode ser requerida, mesmo em situacdes normais, para dismutar

espécies reativas de oxigénio evoluidas do metabolismo de aciicares na mitocOndria, sendo,



portanto necessdrio para a utilizacdio da SOD como marcador bioquimico de parametros da

atividade da enzima em condi¢des ambientais normais.
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Figura 6: Valores médios para a atividade da enzima CAT (uKat ug Prot™) em folhas de plantas de

Ocimum basilicum em fun¢do de diferentes niveis de DH.

De acordo com a Figura 6 a atividade da CAT desenvolve uma funcdo assemelhada a atividade da
SOD em condicdes de estresse ambiental, mantendo uma relagdo positiva direta com o aumento da
deficiéncia hidrica. Este evento pode ter relacdo com um aumento das taxas de respiracdo celular,
em funcdo da alteracdo das rotas metabdlicas (catabolismo) relacionadas com o desenvolvimento
vegetativo. O peréxido de hidrogénio (H,O;) produzido durante a fotorrespiracdo nos peroxissomos
pode ser decomposto pela catalase, sendo reduzido a 4gua (H,0). Sabe-se que a SOD também pode
ser responsdvel pela elevacao do nivel de peréxido de hidrogénio nas células devido a conversao de
radicais superoxido (0'2). Tonin, 2005 trabalhando com pimentdo, relatou aumento na atividade da
CAT quando as plantas foram submetidas a estresse salino. Alguns autores afirmam que um
conjunto de condicdes ambientais estressantes pode interferir causando alteragdes na estrutura
protéica da enzima ou hidrdlise causando a diminuicdo de sua atividade. Tais alteracdes na
atividade da catalase podem ocorrer como resposta a salinidade, altas intensidades luminosas,

temperaturas e outros eventos estressantes, com diminui¢ao de sua atividade (BROETTO, 2002).
CONCLUSOES
Em relagdo aos parametros bioquimicos, concluem-se que a atividade das enzimas SOD e CAT

aumentaram em fung¢do do estresse provocado pela DH, podendo ser consideradas como

indicadores de situacdo de estresse.



Em termos qualitativos, observou-se que o composto linalol foi o que apresentou maior

concentracdo, principalmente nas inflorescéncias. O compostos Eugenol; 1,8 cineol; Trans-o-

bergamoteno; Epi-o—cardinol; o—terpinol; Acetato de borneol; Trans-cariofileno; y—cardineno e

Canfora, foram encontrados nas amostras de inflorescéncia e de folhas mas em quantidades
inferiores.

Plantas submetidas a DH apresentaram aumento na concentra¢do de dleo essencial por grama de
matéria seca em folhas e na inflorescéncia. As andlises fitoquimicas revelaram que o rendimento
total de 6leo por planta foi maior nas inflorescéncias das plantas do tratamento controle. Nos tecidos
foliares o resultado encontrado foi o inverso, exceto para as plantas foram submetidas a estresse

moderado.
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