UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR
PROGRAMA DE GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA-BACHARELADO

CARLOS EDUARDO CUNHA REGO

EFEITO DA APLICACAO DO ACIDO SALICILICO EM GENOTIPOS DE
MANJERICAO (Ocimum basilicum L.) SOB ASPECTOS QUIMICOS E
FISIOLOGICOS

FORTALEZA
2017



CARLOS EDUARDO CUNHA REGO

EFEITO DA APLICACAO DO ACIDO SALICILICO EM GENOTIPOS DE
MANJERICAO (Ocimum basilicum L.) SOB ASPECTOS QUIMICOS E
FISIOLOGICOS

Monografia apresentada ao Programa de Graduagao
em Bacharelado em Biotecnologia, pertencente ao
Centro de Ciéncias da Universidade Federal do
Ceard, como parte dos requisitos para obtencao do

titulo de Bacharel em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Humberto Henrique de

Carvalho

FORTALEZA
2017



CARLOS EDUARDO CUNHA REGO

EFEITOS DA APLICACAO DO ACIDO SALICILICO EM GENOTIPOS DE
MANJERICAO (Ocimum basilicum L.) SOB ASPECTOS QUIMICOS E
FISIOLOGICOS

Monografia apresentada ao Programa de Graduacao
em Bacharelado em Biotecnologia da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial a obtengao

do titulo de Bacharel em Biotecnologia.

Aprovadaem: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Humberto Henrique de Carvalho (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dr. Rosilene Oliveira Mesquita
Universidade Federal do Ceard (UFC)

Prof. Dr. Danilo de Menezes Daloso
Universidade Federal do Ceara (UFC)



Dedico este trabalho a Deus, pela infinita bondade e
misericordia. Aos meus pais, familiares e amigos que
foram pacientes, apoiando e confiando na minha
capacidade mesmo quando nem mesmo eu acreditava

que fosse possivel, e por todo o amor incondicional.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por tanta bondade e misericordia ao decorrer de toda
minha vida académica. Por ter colocado em meu caminho sempre pessoas que
acrescentam e acrescentaram coisas positivas.

Aos meus pais, que mesmo sem nenhuma instru¢ao, souberam me educar em
caminhos frutiferos. Gratidao por tanto amor, cuidado, paciéncia, oracdes, atencao e
apoio. Obrigado por cada momento de conversa/puxao de orelha, se hoje sou o homem
que sou, devo isso a voces.

A minha avo Maria, minha segunda mae. Meu coragio se enche de orgulho e de
alegria em poder ter a oportunidade de findar esta etapa da minha vida ao teu lado. Te sou
grato por cada ensinamento ao longo desses seus 88 anos de vida e experiéncias divididas
desde os seus 60. Eu ndao tenho melhores palavras para te dizer a nao ser mostrar minha
gratidao.

Aos meus irmaos, que trouxeram luz e razao a minha existéncia. Cada momento
com vocés me faz voltar aos 15 anos de idade, trazendo a tona um misto de sentimentos,
e recarregando minhas forgas.

Aos meus amigos que a cada dia me fazem vencer o medo, me estimulam a
superar todos os desafios. Carina Barros, vocé€ ndo tem ideia, mas o ser humano que vocé
¢ me faz enxergar uma clara esperanca nas pessoas, sua humanidade ¢ um exemplo para
mim e obrigado por ter me olhado sem pressa. Ao grupo “Os brodis do Vdlei”, composto
por Narcélio Junior, Felipe Morais e Olavo Junior, pelo qual no meio de tanta correria
nos tornamos irmaos de maes diferentes. Ao grupo “Reveladores”, composto pelo
Guilherme, Priscila, Luca, Débora, Janise, Juliany, Amanda, Ludmilla, e eu, no qual
pudemos compartilhar diversos sentimentos, tristezas, alegrias, derrotas e vitorias.
Crescemos juntos e vibramos juntos. Pudemos trabalhar juntos nossa paciéncia e o perdao
ao proximo. Pude sondar o conceito de confidencialidade e de apoio com vocés. Muito
obrigado.

A Hungria, pais este em que vivi os melhores momentos da minha vida e que me
recebeu de bragos abertos como uma mae recebe um filho em sua casa. Aos amigos
conquistados que sem divida nenhuma levarei todos eles para o resto da minha vida.
Obrigado pelo apoio e por tanto amor recebido Ambrus Maté, Didna Domosi, Déniel
Gombkotd, Tamas Gyori, Dorottya Dravucz, Mariann Vakula, Kamilla Moldvai e a

tantos outros que continuam nas minhas melhores memorias.


https://www.facebook.com/gombkoto.daniel.7
https://www.facebook.com/gombkoto.daniel.7
https://www.facebook.com/tamas.gyori.35
https://www.facebook.com/dorottya.dravucz

Ao Laboratério de Fisiologia de Plantas (LABFIVE) pelo acolhimento. Pela
estrutura oferecida para que eu pudesse desenvolver esse trabalho e por todo o cuidado
com o0s equipamentos e prote¢ao individual e coletiva. Obrigado pelos ensinamentos
durante os experimentos, palestras e seminarios.

Aos colegas de laboratorio Luckas, Stella, Dalton, Cibelle, Gyedre, Paulo André,
Daniel Coelho e Lineker. Sempre me lembrarei das risadas durante os experimentos, ou
na hora do café, e ainda do desespero quando os resultados ndo eram os esperados.
Obrigado por me proporcionar momentos descontraidos, me fazer ter vontade de ir para
o laboratorio alguns momentos.

A Karol Roger, pela parceria no trabalho durante todo este tempo. Foi uma
alegria e um grande aprendizado dividir tanto conhecimento, dividas e aflicdes. Obrigado
pela paciéncia e por todo estimulo.

A Valeria, mestranda que pdde me dar muito apoio e participagio ativa no
projeto, sem seus esforcos ndo teria chegado as conclusdes necessarias. Grato.

Ao Prof. Humberto que me confiou responsabilidades e deu todo o suporte
necessario para a minha formagdo. Obrigado pela disponibilidade em ajudar, pela
paciéncia e pela objetividade e clareza nas explicagoes.

A banca por aceitar me avaliar, pela disponibilidade de tempo e pelos conselhos
durante a execugao do trabalho.

Ao Gilmar, secretario do curso de Biotecnologia, que sem duvida alguma ¢
também responsavel por esta conquista. Exemplo de profissional e simpatia. Pela
disponibilidade, agilidade, sabedoria, bom-humor, compreensao, atenc¢ao, e proximidade
com os alunos.

Ao curso de Biotecnologia, pela amplitude de atuagdo e sempre proposto a
crescer, por meio dos projetos de extensdo e apoio dos professores envolvidos. Pelo
empenho que se tem entre os discentes em se apoiarem, o que ndo costumo ver em outro
curso, no compartilhamento de ideias, de duvidas, solugdo de problemas em grupo dentre
outros, o que favorece ainda mais para a unificacdo e crescimento do curso na
universidade.

A CAPES pela concessdo da bolsa de intercambio do Ciéncia sem Fronteiras,

em que pude crescer tanto profissionalmente e pessoalmente.



“Eu te louvarei, porque de um modo
assombroso, e tdo maravilhoso fui
feito; maravilhosas sdo as tuas obras, €
a minha alma o sabe muito bem. ”

Salmos 139:14


https://www.bibliaonline.com.br/acf/sl/139/14

RESUMO

O Manjericao (Ocimum basilicum) é uma planta perene da familia Lamiaceae.
Seus diferentes gendtipos podem ser classificados em fung¢do do seu aroma ou por
caracteristicas morfoldgicas. Seu oOleo essencial exerce importancia na industria de
perfumaria, na aromatizacdo de comidas e bebidas, apresentando ainda propriedades
medicinais, inseticidas e repelentes. Uma substancia que estimula as defesas das plantas
é o 4cido salicilico que induz mecanismos de resposta. O uso do Acido Salicilico (AS)
quando aplicado diretamente nas plantas, pode causar o mesmo efeito. A participagao do
AS em estimular a resisténcia sistémica ¢ inferida devido a sua capacidade de induzir a
sintese de PR-Proteinas. Neste presente trabalho objetivou-se analisar os efeitos quimicos
por meio da determinagdo de compostos volateis, e fisioldgicos como massa seca da parte
aérea e da raiz, trocas gasosas e pigmentos fotossintéticos, sob administracdo do acido
salicilico em trés diferentes gendtipos do manjericdo: Alfavaca Basilicdo, Gennaro de
Menta e Limoncino. De modo geral, houve um aumento de MSR ¢ AF em todas as
cultivares avaliadas, destacando-se o manjericdo alfavaca basilicdo com 56,4 ¢ 35% de
aumento, respectivamente. Além desses dois pardmentros a cultivar Gennaro de Menta
apresentou também um incremento MSPA em torno de 15,4%. Alteragdes caracteristicas
da aplicagdo de AS sob trocas gasosas e teores de clorofilas a e carotenoides foram
observados apenas na cultivar Limoncino enquanto as cultivares Alfavaca Basilicdo e
Gennaro de Menta apresentaram de modo geral diminuicdo desses parametros. Os
compostos majoritarios nas cultivares Alfavaca Basilicdo foram Eucaliptol e Linalol, na
cultivar Gennaro de Menta foram o Estragol e Eucalyptol e na cultivar Limoncino os
compostos majoritarios foram citral e estragol no controle enquanto que a aplicacao de
AS favoreceu o aparecimento de Geranial e Lemonal (isomeros do citral). As diferentes
respostas obtidas neste trabalho refletem a complexidade de se trabalhar com plantas
aromaticas e reforcam a importancia do estudo de cultivares especialmente de Ocimum

basilicum.

Palavras-chave: Compostos Volateis. Microextracao. GC-MS



ABSTRACT

Basil (Ocimum basilicum) is a perennial plant and belongs to the Lamiaceae
family. Their genotypes can be classified according to their aroma or also by
morphological characteristics. Its essential oil is of great importance in the perfumery
industry and also in the aromatization of food and beverages, and still presents medicinal,
insecticidal and repellent properties. A substance that stimulates the defenses of plants is
salicylic acid (SA) which induces mechanisms of responses. The use of SA when applied
directly to plants may have the same effect. The participation of SA in the expression of
systemic resistance is because of its ability to induce the synthesis of PR-Proteins. This
study aimed to analyze the chemical effects as the determination of volatile and
physiological charactheristics as aerial and root dry mass, gas exchange and
photosynthetic pigments, under the administration of salicylic acid in three different
genotypes of basil: Alfavaca Basilicdo, Gennaro de Menta and Limoncino. Only the
cultivar Gennaro showed sensitivity to the application of AS in relation to DMAP, with
a gain of 15.4%. There was an increase of RDM in all analyzed genotypes. As for leaf
area, all the varieties were responsive, Basilicdo obtained a greater gain of 35%. The
genotypes of Basilicdo and Gennaro showed a reduction in their photosynthetic rates
when treated with AS, while Limoncino showed a slight growth. The administration of
AS promoted reduction of chlorophyll A contents of 11.5% and 4.5% for Alfavaca
Basilicao and Gennaro, and an increase of 8.5% for Limoncino. Increase in chlorophyll
B and total, were observed only in Gennaro. Carotenoids increased to Limoncino gain of
11.1%, and reduced to the other varieties. The major compounds in the Alfavaca Basilicao
cultivars were Eucaliptol and Linalol, in the Gennaro de Menta cultivar were Estragol
and Eucalyptol and in the Limoncino cultivar the major compounds were citral and
estragol in the control, while the AS application favored the appearance of Geranial and
Lemonal (isomers of citral). The different responses obtained here reflect the complexity
of working with aromatic plants and reinforce the importance of studying cultivars

especially Ocimum basilicum.

Keywords: Volatile compounds. Microextraction. GC-MS.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a utilizagdo de plantas aromaticas, condimentares ¢ medicinais vem
ganhando destaque e importdncia mundialmente, devido a grande preocupacdo da
populagdo em encontrar meios mais saudaveis, que possam substituir a presenca do sal
em diversos tipos de alimentos. Essas ervas possuem a capacidade de conferir sabor
eficientemente, sem maiores danos a saude. Ainda podemos citar as importantes
propriedades medicinais que lhe conferem, despertando forte interesse em maiores
estudos ao redor do mundo. O manjericao (Ocimum basilicum L.) possui um destaque por
possuir diversas finalidades, podendo ser utilizadas como plantas ornamentais,
condimentar, medicinal, aromatica, na industria farmacéutica e de cosméticos, e ainda
para a producao de 6leo essencial, de forma que esta ultima ¢ a mais valorizada.

O manjericao (Ocimum basilicum L.) pertence a familia Lamiaceae. As plantas
dessa familia apresentam estruturas que secretam os 6leos essenciais, os tricomas
glandulares. Essas estruturas possuem variacdes em relacdo ao niimero de células
secretoras, o comprimento da célula peduncular, a quantidade do 6leo secretado, a
densidade e seu arranjo na epiderme.

O manjericdo possui linalol e metilcavicol como componentes de maior
percentual no 6leo essencial. Esses elementos sdo bastante valorizados pela industria
farmacéutica e os teores desses produtos variam de acordo com a cultivar. Essas variacdes
podem estar no fato de a producdo dos componentes dos 6leos essenciais dessas espécies
ocorrer em mais de uma via metabolica. Esses diversos compostos aromatizantes em
diferentes variedades de manjericdo, como o Metilcavicol, Eucaliptol, Citral, Eugenol,
Linalol e Canfora sdo comercializados nos mercados internacionais de oléos essenciais.

Como fitoterapico, o manjericao pode ser utilizado para solucionar problemas
nas vias respiratorias, combater infeccdes bacterianas e parasitas intestinais, além de
melhorar a digestdao alimentar. No Brasil, segundo o Ministério da Agricultura existem
37 cultivares registradas, porém calcula-se que de maneira geral, existem mais de 60
variedades de manjericao no mundo, e elas apresentam fertilizagdo cruzada, o que facilita
hibridagdes, resultando em um grande nimero de subespécies e variedades com diferentes
arquiteturas.

A planta de manjericdo se desenvolve bem em locais de clima quentes e amenos,
portanto no Brasil, por apresentar uma grande extensao territorial € consequentemente

condi¢des edafoclimaticas variadas, a planta pode sofrer interferéncia no seu
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desenvolvimento tanto de forma positiva como negativa. Diante dessas adversidades, as
plantas podem estar sujeitas a estresses causados por elicitores bidticos ou abidticos,
promovendo um efeito cascata de reagdes bioquimicas em favor de criar mecanismos de
respostas a esses agentes. Dessa forma, a industria de defensivos tem desenvolvido
moléculas capazes de protegerem uma cultura contra os patoégenos causadores de doencas
apenas pela indu¢do de mecanismos de defesa da planta. Diversos trabalhos mostram o
potencial de plantas medicinais no controle de fitopatdgenos, tanto por sua acdo toxica
direta, inibindo o crescimento, quanto pela capacidade de induzir o acumulo de
fitoalexinas por exemplo, indicando a presenca de moléculas com caracteristica elicitora.

O entendimento das propriedades antimicrobianas e/ou elicitoras dos compostos
secundarios presentes nessa planta medicinal podem contribuir para a aquisi¢ao de novas
técnicas de controle de doengas de plantas.

Neste trabalho foi utilizado o Acido Salicilico (AS) como elicitor abiotico, visto
que sua administragdo permite a sua interagao com outros fitormonios, resultando em uma
modificacdo do status hormonal da planta, e consequentemente em mudangas fisioldgicas
e quimicas. O AS ¢ amplamente distribuido nas plantas e atualmente ¢ considerado como
uma substancia semelhante a hormonios, que desempenha um papel importante na
regulacdo de uma série de processos fisiologicos da planta, incluindo a fotossintese. O
AS ainda ¢ relatado como causador de modificagdes na morfologia e fisiologia das plantas
e como indutor de mecanismos de protecdo que melhora a resisténcia aos estresses

bioticos e abidticos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O mercado de ervas aromaticas frescas estd se expandindo devido
principalmente a uma mudanga significativa no uso de condimentos de plantas, ervas
secas tradicionais ou até mesmo da procura pelo material fresco e embalado. Além dos
produtos industrializados, os naturais também tém muito a se desenvolver. A crescente
preocupacao com a saude, que leva a redu¢do do consumo de sal, impulsiona a demanda
por ervas e especiarias, ja que estas podem substituir o sal enquanto tempero dos
alimentos. Ainda ¢ importante ressaltar o carater medicinal de diferentes ervas, tornando
essa caracteristica bem atraente para o mercado, visto que o uso de remédios a base de
ervas remonta as tribos primitivas em que as mulheres se encarregavam de extrair das
plantas os principios ativos para utiliza-los na cura das doengas (SIMON et al., 1999;
JAVANMARDI et al., 2002). A utiliza¢do de ervas para fins medicinais, a chamada
fitoterapia, permite que o ser humano se reconecte com o ambiente, acessando os
beneficios provenientes da natureza, para ajudar o organismo a normalizar fungdes
fisioldgicas prejudicadas, restaurar a imunidade enfraquecida, promover a desintoxicagao
e o rejuvenescimento (SIMON et al., 1999).

O manjericdo pertence a familia Lamiaceae, compreendendo no total algo em
torno de 65 espécies, dentre elas o Ocimum basilicum L. uma planta perene que cresce
em diferentes regides ao redor do mundo (PATON; HARLEY & HARLEY, 1999). E
uma planta originaria da Africa, India e de outras regides da Asia, conhecida por seus
galhos com muitas ramificagdes e folhas com formato oval. O manjericdo ¢
comercializado no Brasil em forma de folhas secas e como 6leo essencial, possuindo
diversas propriedades farmacéuticas devido as suas atividades diuréticas e estimulantes,
enquanto na industria de perfumaria exerce importante papel por seu aroma. Estas
propriedades devem-se as suas caracteristicas que sao resultado de varidveis componentes
do seu o6leo essencial, em particular, a presenca de alguns componentes principais como
o linalol, canfora, eucaliptol e metilcavicol que mostram um padrao interessante e

diferenciado, dependendo das regides onde o manjericao foi produzido (LEE et al., 2005).

2.1. Diversidade de Manjericoes
Além dos tipos tradicionais de manjericdo, outras espécies de Ocimum foram
introduzidas no comércio horticola norte-americano com novos usos culindrios e

ornamentais ¢ podem ser fontes potenciais de novos compostos aromaticos. Entretanto,
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hibridizacao interespecifica e poliploidia, ocorréncias comuns neste género (HARLEY et
al., 1992), criaram confusdo taxondmica dificultando a compreensdo da relagdo genética
entre muitas espécies (GRAYER et al., 1996). Além disso, a taxonomia do manjericao ¢é
complicada pela existéncia de numerosas variedades botanicas, nomes de cultivares e
quimiotipos dentro das espécies que ndo se diferem significativamente quanto a
morfologia (SIMON; QUINN & MURRAY, 1990).

No Brasil de acordo com o banco de dados do Registro Nacional de Cultivares
(RNC), existem atualmente 37 registros de cultivares do manjericao segundo o Ministério

da Agricultura.

2.2.0leo essencial

As folhas de manjericdo contendo 6leos essenciais de aromas distintos podem
ser usadas tanto frescas quanto secas para aromatizar varios tipos de alimentos. Além do
uso culinario, o manjericdo foi tradicionalmente empregado como erva medicinal no
tratamento de dores de cabeca, tosse, diarreia, constipagao e ainda no mau funcionamento
renal (GRAYER et al., 2004; OZCAN, ARSLAN & UNVER, 2005; POLITEO, JUKICA
& MILOSA, 2007).

O processo de extragao do 6leo essencial de manjericao ¢é feito normalmente pelo
processo de destilagdo (arraste de vapor), e o principal componente resultante desta
extragdo € o linalol. O rendimento do 6leo na massa fresca total da planta (folhas e ramos)
gira em torno de 0,3 a 0,58% (MAY et al., 2007).

A composicao do 6leo essencial determina os diferentes aromas das plantas e o
sabor do condimento. Nao ¢ somente o tipo de cultivar que determina os compostos
presentes no 60leo, mas também as praticas agronomicas e as condi¢des ambientais de
crescimento (JIROVETZ et al., 2003; VINA & MURILLO, 2003). Sobre esses fatores o
eucaliptol, cinamato de metila, estragol e o linalol s3o em geral os principais componentes
responsaveis pelo aroma caracteristico (LEE et al., 2005). Portanto, com base em mais de
200 analises de oOleos essenciais extraidos do Ocimum basilicum L., Lawrence (1988)
classificou os quatro principais quimiotipos mais abundantes no manjericao (Figura 1):
Metilcavicol (Estragol), Linalol, Metileugenol (aliveratrol), Cinamato de metila

(Eucaliptol) e seus subtipos.
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Figura 1: Estruturas quimicas dos quimiotipos mais abundantes no O. basilicum.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Devido a importancia economica da produgao de 6leo essencial, 0 manjericao é
considerado um alvo para a bioengenharia. Pouco se sabe sobre os genes que regulam a
expressao dos fenilpropanodides, que sdo compostos orginicos que servem como
precursores de muitos polimeros naturais € que possuem diversas propriedades
medicinais. Entender a associagdo destes compostos com a acumulagdo de oleos
essenciais em diferentes condi¢des ambientais poderia facilitar a producdo de variedades
economicamente valiosas de plantas medicinais através de técnicas de engenharia

genética (SELMAR; KLEINWACHTER, 2013).

2.3.Cultivo

Para o cultivo em grandes areas do manjericdo com finalidade de extracdo do
oleo essencial, ou para producdo de folhas desidratadas para mercados de plantas
condimentares ou medicinais, ¢ importante que se faca uma analise interdisciplinar do
solo onde serd implementada a cultura.

A obtencdo de mudas pode ser feita através da germinag¢do de sementes ou
estacas herbiceas de plantas matrizes selecionadas pelo vigor e sanidade. Algumas
variedades sdo sensiveis a patologias foliares e do sistema radicular e ndo se adaptam bem
em locais de clima frio ou temperado. O espagamento das plantas por hectare pode variar
em fungdo do sistema de cultivo escolhido. Para cultivo em pequenas areas a distancia
entre as plantas recomendada varia entre 0,6m entre linhas e 0,4m entre plantas (MAY et

al., 2007).
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2.4.Compostos Volateis

Como ja dito os Oleos essenciais apresentam geralmente um odor bem agradavel,
e isso acontece devido a volatizacdo de alguns compostos presentes nesse extrato. As
plantas eliminam substancias para a atmosfera que as circundam.

O Manjericao especificamente apresenta uma mistura complexa de substancias
volateis (em sua maioria monoterpenos, sesquiterpenos e alguns de seus derivados
oxigenados), apesar dessa variedade, estes compostos aparecem em baixas concentragdes
nas plantas (DIAZ-MAROTO; PERE’Z-COELHO; CABEZUDO, 2002; LUCCHESI,
CHEMAT; SMADIJA, 2004). Normalmente para as andlises baseadas em oOleos
essenciais, eles devem ser extraidos e concentrados com procedimentos analiticos.

Existem varios métodos para a analise de compostos volateis em plantas,
destacam-se a extracdo a vapor, a extragdo com solvente (uso do Soxhlet), extragdo
simultanea de destilagdo (SDE) e a microextragcdo em fase sélida (SPME). Neste trabalho
utilizamos o método de microextragdo em fase solida (SPME — Solid Phase Micro-
Extraction) que consiste em uma técnica que utiliza uma fase extratora soélida (polimero
ou solido adsorvente) e permite a realizagdo de extragdes em microescala eficientemente.
A vantagem dessa extragdo em microescala ¢ que ela ndo necessita de solventes organicos
e a velocidade da reagdo ¢ rapida. Desta maneira, esta técnica se baseia na absor¢ao ou
adsorc¢ao de analitos em uma fibra de silica fundida revestida por um polimero, a qual
estd disponivel comercialmente com outros polimeros de diferentes afinidades
(VALENTE & AUGUSTO, 2000).

Entretanto, ¢ preciso estar atento ao tipo de método de extracao/destilagao
utilizado, ja& que os mesmos podem gerar certas dificuldades, por exemplo, os
monoterpenos sdo propensos a sofrer alteragdes quimicas sob condi¢des de uma
destilag@o a vapor, e com uma extracdo convencional com solvente, ¢ provavel que haja
uma perca de mais volateis durante o processo de remocao do solvente (LUCCHESI;
CHEMAT; SMADJA, 2004; CASTRO; JIMENEZ-CARMONA; FERNANDEZ-
PEREZ, 1999; POLLIEN et al., 1998). Portanto, o método ideal para andlise de volateis
¢ aquele que evita mudangas na composi¢ao quimica padrao do extrato da planta, utilize
reduzida quantidade de solvente, menor automac¢do e que seja rapido para evitar a
volatizagdo destes compostos.

O procedimento SPME combina extragdo e concentracdo de analitos em uma
etapa usando um dispositivo simples. Os volateis da planta sdo concentrados em uma

fibra revestida com a fase estacionaria apropriada e posteriormente adsorvido na entrada
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de injecao de GC quente para andlise de cromatografia em fase gasosa. Um equilibrio
entre a quantidade de analito na matriz de amostra e na fase estaciondria revestida com
uma fibra de silica fundida, é estabelecida. A quantidade de adsorvido / absorvido
depende da particao do composto no seadspace, da matriz da planta e também da parti¢ao
entre o revestimento de fibra e o headspace. A técnica SPME, que reduz as alteragdes
quimicas dos analito e combinada com a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (GC-MS), foi reconhecida como um método eficiente, isento de solventes,
adequado para analise de constituintes volateis de vegetais, incluindo a espécie utilizada

neste trabalho.

2.5.Resisténcia Sistémica Adquirida (SRA)

A resisténcia sistémica adquirida, ¢ um rearranjo molecular de variadas vias
metabolicas da planta com o propdsito de induzir uma resisténcia ao ataque de um
patégeno ou a condigdes de estresses a que ela possa estar submetida. Esse sistema
abrange uma cascata de eventos e sinais que se inicia com a interacdo com fator
biotico/abidtico e que leva a alteragdes no metabolismo celular, resultando na emissao de
sinais moleculares dirigidos para as outras partes da planta (Figura 2), atuando de maneira
nao especifica e promovendo a reducdo dos sintomas da patogenicidade (DURRANT;
DONG 2004). Em resposta aos sinais emitidos, a planta ¢ induzida a sintetizar seus
agentes de defesa como as PR-Proteinas, do inglés, Pathogen Related Proteins
(MARTINEZ et al., 2000) e barreiras estruturais como a lignina (HAMMERSCHMIDT
et al., 2000).

O 6xido nitrico, etileno, 4cido jasmonico e o &cido salicilico podem ser exemplos

claros de agentes sinalizadores da SRA.
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Figura 2: Processo de Resisténcia Sistémica Adquirida (SRA). 1) Interagao do patogeno
com o receptor de membrana. 2) Resposta hipersensivel. 3) Sinal transportado para o

sistema. 4) Resisténcia sist€émica adquirida.
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2.6.PR-Proteinas

Este termo foi utilizado na intencdo de descrever inUimeras proteinas
extracelulares que se acumulavam em plantas de fumo infectadas com o virus do mosaico
do tabaco (TMV). Bowles (1990) estendeu essa defini¢do acrescentando proteinas
localizadas extra e intracelularmente, que se acumulavam em tecidos vegetais intactos ou
em cultura de células apos o tratamento com elicitores ou ataque de patdgenos. Algumas
dessas PR-Proteinas, apresentam-se em baixos niveis nas plantas de forma constitutiva.
Existem algumas outras proteinas que ndo sdo detectadas em condic¢des fisiologicas
normais, somente apos alguma injdria ou ataque de patdgenos e/ou pragas e sob estresses
(BERNARDS et al., 1999; MARTINS-MIRANDA, 2002). A indugdo destas proteinas €
controlada pela acdo de moléculas sinalizadoras que sdo classificadas em dois tipos,
conforme sua origem: endogenas (da propria planta), ou exdgenas (do patdgeno)
(WYATT; PAN; KUC, 1991; REPKA, 1996; CHRISTENSEN et al., 2002).

O incremento na expressdo dos genes das PR-Proteinas pode ser causado por
organismos vivos (indugdo bidtica) ou por elicitores de origem abiodtica. Dentre eles
incluem-se o cloreto de mercurio, etanol, bromo, 4cido acetilsalicilico, 4cido jasmonico,
etileno, acido salicilico e acido 1,2,3-benzotiadiazol-7-carbotidico (BTH) (BOLLER,
1985; VAN LOON; VAN STRIEN, 1999; OKUSHIMA et al., 2000; LATUNDE-
DADA; FERNANDES et al., 2006). Acredita-se que a ativacao de diversos genes para
expressao das PR-Proteinas seja em decorréncia da cascata de transducdo de sinais

mediada pelo &cido salicilico. Hammond-Kosack e Jones (2000) observaram que a acao
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sinérgica do etileno e 4cido salicilico promoveu alta inducdo na expressao de genes para
PR-Proteinas.

Muitas dessas proteinas como, quitinases, glucanases e proteinas que se ligam a
quitina, possuem nao so atividade antiflingica como também atividade antibacteriana in
vitro. A degradagdo de polissacarideos estruturais da parede celular de fungos ou
alteracdes na sua arquitetura promovidas por estas enzimas podem impossibilitar o
desenvolvimento do microorganismo, impedindo o seu crescimento (ZAREIE;
MELANSON; MURPHY, 2002).

As PR-Proteinas sdao agrupadas entre elas de acordo com suas similaridades,
baseadas nas suas caracteristicas fisico-quimicas e imunoldgicas. Nas plantas estas
proteinas sdo apresentadas nas formas de isoenzimas ou isoformas, apresentando entre si
diferencas nas propriedades fisico-quimicas, particularmente em relagao ao seu carater
cationico ou anidnico (MELLON, 1991). As PR-Proteinas estdo classificadas em 17
grupos, de acordo com suas caracteristicas conforme descrito por Christensen e

colaboradores (2002).

2.7.Acido salicilico

Uma variedade de mensageiros secundarios estd envolvida em respostas e
sinalizacdo a diversos estresses, um deles ¢ o acido salicilico (AS) (DAT et al., 1998),
que nas plantas também ¢ resultado da hidrélise do acido acetil salicilico. Esta fungao
sinalizadora foi proposta devido a capacidade que o AS tém de se acumular em plantas
submetidas a situacdes adversas, seja pelo ataque patogénico ou pela indugdo de elicitores
quimicos e por sua propriedade de induzir a expressao de genes ligados a varias proteinas
de resisténcia. Pertence ao grupo diverso dos compostos fenolicos (substdncias com um
anel aromatico ligado a um grupo hidroxil ou derivado funcional).

A biossintese de AS nas plantas assim como o da grande maioria dos compostos
fendlicos depende da biossintese de fenilalanina, que ¢ sintetizada a partir da eritrose 4-
fosfato e do fosfoenolpiruvato, por meio de reacdes que compdem a via do
Shikimato/Arogenato. A fenilalanina que ¢ formada se converte em transcinamato, por
meio da acdo da enzima fenilalanina amonia liase (PAL). O transcinamato pode seguir
entdo para duas vias. Na primeira delas haveria formagao do 4cido benzoico, que apos a
acdo da enzima acido benzoico 2-hidroxilase, se converteria em AS (Figura 3). Na outra,
o transcinamato seria hidroxilado a acido 2-cumarico que seria entdo oxidado a AS

(RYALS; UKNES; WARD, 1994; STRACK, 1997).
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Figura 3. Biossintese do acido salicilico em plantas. As abreviaturas das enzimas
referem-se a: isocorismato sintase (ICS), piruvato liase (PL), fenilalanina amonia liase

(PAL) e 4cido benzdico 2-hidrolase (BA2H).
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Diversos estudos apontam a via principal de biossintese de AS, como sendo a
via cujo intermediario € o acido benzoico, essa afirmacdo ¢ devido a verificacdo do
aumento da concentragdo da enzima 2-hidroxilase, que converte 4cido benzoico em AS
em plantas infectadas com o virus do mosaico do tabaco (TMV), por exemplo. Ainda foi
descrito por estudos anteriores que a aplicacdo exodgena de AS, mas ndo de o-cumarico
nas plantas também € capaz de induzir o acimulo de AS, resisténcia ao TMV e a producao
de uma das proteinas da SAR (Sistema de Resisténcia Adquirida) (YALPANI et al.,
1993).

Estudos j4 comprovaram que o AS ndo ¢ a molécula sinalizadora para o
desencadeamento da SAR, mas ndo héa duvidas de que esta molécula € essencial para o
desencadeamento de todas as reagdes dos sistemas de defesa. Além dessa participagdo na
SAR, o AS também ¢ responsavel pela ativacdo das fungdes efetoras da resisténcia no
local da infec¢@o. Essa observacdo nos leva a inferir que o AS € necessario ndo s6 para
respostas sistémicas especificas, mas também para respostas ndo-especificas, dessa forma
abre-se um leque de questionamentos como: quantos mecanismos sinalizadores de

resisténcia sdo dependentes dos niveis de AS; quantos ndo sdo; e através de quais
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mecanismos estes sinalizadores induzem a SAR (GODIARD et al., 1994). Pesquisas ja
demonstraram que o 6xido nitrico por exemplo ¢é requerido para que o AS funcione como
um agente indutor da SAR (SONG; GOODMAN, 2001).

A aplicacdo do AS, dependendo da dose, pode inibir a germinagdo e o
crescimento da planta, interferir na absor¢do das raizes, reduzir a transpiragao, causar a
abscisdo das folhas e alterar o transporte de ions, induzindo uma répida despolarizagdo
das membranas, ocasionando um colapso no potencial eletroquimico. Sendo assim, o
acido salicilico esta envolvido na defesa das plantas contra o ataque de microorganismos
como os fungos, bactérias e virus. Tanto esse acido quanto o acido acetilsalicilico podem
induzir a producdo de pelo menos 5 grupos de proteinas relacionadas a patogenicidade,
como a chiquinase e a B-1,3glucanase, mesmo na auséncia do patdogeno. Em algumas
espécies de plantas ja foi observado que existem diferentes proteinas atuantes como
receptores do AS, destaque para as proteinas da familia ndo relacionadas a patogénese
(NRP). Estas proteinas se ligam ao AS, e interagem com fatores de transcri¢ao especificos
para reprogramar a expressao de genes requeridos para a defesa (SEYFFERTH; TSUDA,
2014). Devido a presenca dessa complexa rede sinalizadora e ativagao de defesa mediada
pelo AS, tem sido proposta a utilizagdo agricola de elicitores sintéticos andlogos ao AS,
como forma de reduzir a aplica¢do de defensivos quimicos que sdo altamente poluentes
e prejudiciais a satde humana (THAKUR; SOHAL, 2013). Alguns deles ja
comercializados em diversos paises.

A busca pelo entendimento destes mecanismos ¢ de extrema importancia para a
agricultura, que objetiva uma melhoria na produgdo de alimentos de origem vegetal em
associacao com a redu¢do do uso de agrotoxicos danosos ao meio ambiente em diferentes
niveis troficos. Portanto, se torna de extrema relevancia uma analise mais aprofundada
dos efeitos fisiologicos e na composi¢do quimica da aplicac¢do direta do &cido salicilico
em plantas aromaticas, incluindo possiveis variedades existentes visando um melhor uso

da espécie e do ambiente de cultivo.
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3. OBJETIVOS
Os objetivos desse trabalho foram subdivididos em duas partes, objetivos gerais

e objetivos especificos como descritos nos proximos topicos.

3.1.0bjetivos Gerais

O objetivo geral deste trabalho foi analisar os efeitos fisioldgicos e quimicos da
aplicacdo direta do acido salicilico em trés cultivares de plantas de manjericao (Ocimum
basilicum L.), sdo eles: Alfavaca Basilicdo, Manjericdo Limoncino e o Manjericao

Gennaro de Menta.

3.2.0bjetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Analisar se a aplicagdo do Acido salicilico interfere na fisiologia em trés
gendtipos de manjericdo (O. basilicum L.), quanto a caracteristicas
relacionadas com a parte aérea e raiz da planta, fotossintese, condutancia
estomatica e pigmentacgdo fotossintética.

e Avaliar e identificar qualitativamente os compostos volateis majoritarios dos

trés gendtipos quando submetidos a aplicagdo direta de Acido salicilico.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia Vegetal -
LABFIVE e na casa de vegetacdo, seu anexo, no departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Ceara, no Campus do Pici situado na cidade de
Fortaleza. Enquanto que a microextragao (SPME) e determinagao de compostos volateis
por GC-MS foram realizados no Laboratorio Multiusudrio de Quimica de Produtos
Naturais da Embrapa Agroindustria Tropical.

Ao realizar um planejamento de um experimento ¢ necessario fazer a selegao
dos fatores, ou seja, as variaveis que poderdo interferir na resposta de interesse. Portanto,
o delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, e foi
divido basicamente em quatro etapas: Germinacdo, Hidroponia, Aplicacdo dos

Tratamentos e Analise.

4.1.Germinagdo
As sementes das cultivares foram adquiridas comercialmente da marca ISLA®,
lavadas com solucdo de hipoclorito de sddio 0,5% para desinfestagdo por Sminutos e
semeadas em recipientes plasticos de 200 mL contendo uma mistura de vermiculita e
substrato organico comercial na propor¢do de 5:1. Os recipientes foram colocados em
bandejas especificas para cada gendtipo e dispostos na casa de vegetagdo em 4rea arejada,
e umedecidos com agua regularmente por um periodo de 53 dias. Apds este periodo as

plantas foram transferidas para a hidroponia.

4.2.Hidroponia
Apds o periodo de germinacdo as plantas foram transferidas para bandejas
coletivas para cada variedade e irrigadas com Solucdo Nutritiva de Clark, renovando-a a
cada dois dias para aclimatacdo, com aeracao constante e pH mantido em 6,0 com adi¢do
de NaOH ou HCI IM por um periodo de 10 de dias. A solugdo Nutritiva proposta por
Clark (1975) continha (NH4)2SO4; KH2PO4; KNO3; KCI; Ca(NO3)2 (dobro); MgSOQau;
Micronutrientes e Fe-EDTA (meia forga).
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4.3.Aplicagdo dos Tratamentos

Ap6s a aclimatagdo em hidroponia as mudas foram transplantadas duas a
duas da mesma cultivar para cada balde contendo 3 litros da solugdo nutritiva de Clark, e
dispostas no delineamento inteiramente casualizados, com cinco repetigdes. Foi
preparado uma solucao de acido salicilico 2,8mM e borrifada diretamente nas folhas em
dias alternados por 7 dias. A solug@o nutritiva também foi renovada a cada dois dias e o
pH, mantido em 6,0 pela adi¢do de NaOH ou HCI 1M. Ao final deste periodo, foram
analisadas as trocas gasosas com auxilio do analisador de gas por infravermelho (IRGA).
O material foi coletado ao fim do sétimo dia de aplicagdo para analises de massa fresca
da parte aérea, da raiz e determinacdo da area foliar. Parte delas armazenadas e
acondicionadas para analise de parametros fisiol6gicos como de massa seca da parte aérea
e da raiz; Determinag¢do de pigmentos fotossintéticos como a clorofila a, clorofila b,

clorofila total e carotenoides, bem como para analise de parametros quimicos.

4.4. Analises

4.4.1. Determina¢do de massa fresca da parte aérea e da raiz
No momento da coleta foi realizado a separagdo da parte aérea da planta do
sistema radicular e a massa da matéria fresca determinada através da pesagem do material

em balanga analitica com precisdo de trés casas decimais.

4.4.2. Determina¢do de massa seca da parte aérea e da raiz
A parte aérea foi separada da raiz e o material foi armazenado em sacos de papel,
identificados e submetidos a secagem em estufa por aproximadamente 5 dias ou até que
o material estivesse completamente seco, a uma temperatura de 60°C. Em seguida o

material foi pesado em balanga analitica.

4.4.3. Determinagdo da area foliar
O material fresco coletado foi submetido ao medidor de area foliar do modelo
Licor 3100 (Licor Inc., Nebrasca, EUA). O LI-3100 funciona em tempo real, ou seja, a
area ¢ aferida no momento em que a folha passa pelo sensor (Figura 4). Seu visor
apresenta medidas de no minimo 1 mm?, resolucao de até¢ 0,1 mm?, e apresenta uma
precisio de +2,0% para a resolugio 1 mm? e +1,0% para a resolugio 0,1 mmz E um
aparelho integrador de area, cuja teoria operacional baseia-se na simulagao de células de

grade, de area conhecida, na superficie foliar (LI-COR, 1996).



30

Figura 4: Aparelho integrador de area foliar (Licor 3100).

Fonte: Enciclopédia Biosfera, Centro Cientifico Conhecer - Goiénia, vol.7, N.13; 2011.

4.4.4. Trocas Gagosas

A determinacdo da condutincia estomatica (gs), e as leituras de fotossintese
das plantas do manjericdo foi realizada no ultimo dia do periodo de administragdo do AS,
com a utilizagdo de um analisador de gés por infravermelho do modelo Li-Cor LI16400-
XT. O IRGA — do inglés Infrared Gas Analyser, ¢ um equipamento composto pelo
console (monitor), pinga (onde a folha € presa) e haste telescopica para coleta do ar. Foi
levado em consideragdo para a analise um melhor horéario do dia, no caso pela manha
(8:00 as 9:30), para ndo comprometer a atividade fotossintética. A planta e a folha
utilizada para as leituras foram escolhidas baseada na qualidade visual apresentada. Os
dados foram salvos no equipamento e uma planilha no Excel foi gerada para analise e

organizag¢ao dos resultados.

Figura 5: Analisador de fotossintese LI6400-XT.

Fonte: Licor Inc., Nebrasca, EUA.
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4.4.5. Determinagdo de pigmentos fotossintéticos: Clorofila a e b, Clorofila Total e
carotenoides

Foi determinado os teores de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb) e clorofila total

(Clt) por meio do método descrito por Wellburn (1994). Trés discos foliares com diametro
de lcm foi colocado em tubos de ensaio cobertos com papel aluminio, contendo 3mL de
solugdo de dimetilsulféxido saturada com CaCOs. As amostras foram incubadas a 65°C
em banho-maria por 30 min. Ap6s as amostras atingirem a temperatura ambiente, os
discos foram reservados e o extrato de pigmentos utilizado para a determinagao das
absorbancias a 665, 649 e 480nm no espectrofotometro. Os teores de Cla, Clb, Clt e
carotenoides foram calculados com base nas equagdes e expressas em pg.ml'.cm? de

matéria fresca:

Cla= (12,47 x Ases) - (3,62 X Ass9); (01)
CIb = (25,06 x As49) - (6,5 X Asss);  (02)
Clt = (7,15 x Asss) - (18,71 x Asa9);  (03)

Carotenoides = (1000 x A4go— 1,29 x Cla — 53,78 x Clb) 220  (04)

4.4.6. Analise de Compostos Volateis por GC-MS.

Todas as amostras de manjericdo (O. basilicum L.) foram coletadas em
dezembro de 2016 da Casa de Vegetagcdo anexo do Laboratério de Fisiologia Vegetal
pertencente ao Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Ceara. A primeira parte deste estudo, foi escolher um método (GC-MS) que
fosse aplicavel a determinacdo de volateis em trés genotipos do manjericdo. A
metodologia foi adaptada do trabalho de Russell et al., 2008. Com o proposito de isolar
estes volateis, foi realizada inicialmente a calibragdo dos parametros que influenciam
diretamente nas analises como revestimento das fibras, tempo de extracdo e temperatura.
Para as analises as amostras foram dispostas para secagem em estufa a 40°C por 24h e
pesadas posteriormente entre 0,3 e 0,4g deste material. Vials (frascos) de 20 mL foram
utilizados e adicionados a cada um deles, 3g de cloreto de sodio dessecados a 80°C
também por 24h, a amostra correspondente, 8 ml de agua mili-Q (Merck Millipore®) e

em seguida levados para o GC para inicio da avaliacdo.
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As fibras SPME revestidas com divinilbenzeno / CarboxenTM /
polidimetilsiloxano (50/30 um StableFlex, DVB/CAR/PDMS), foram adquiridas da
Sigma-Aldrich (EUA). Antes de usar, as fibras foram condicionadas seguindo as
recomendacoes do fabricante. Todos os dias, antes do inicio das analises das amostras,
realizou-se uma curta "limpeza térmica" das fibras em um injetor de GC (30 min a 250
°C) e uma corrida em branco. Os frascos de 20 mL (Sigma-Aldrich, EUA) foram limpos
usando sonicacdo (20 min) em agua com detergente, seguido de sonicacdo de 20 min em
agua destilada e acetona, p.a. (Penta, Republica Tcheca). Os frascos limpos foram apos
secagem para um forno a 220°C durante 4h cobertos com uma folha de aluminio. A
microextragdo de fase solida (SPME) utilizou uma fibra StableFlex DVB / CAR / PDMS
50/30 um durante 5 min a 30°C. Os compostos extraidos foram adsorvidos termicamente
a 250°C durante 1 min no orificio do injetor do cromatografo de gas, 0,25min foi o tempo
de equilibrio e 30min o tempo de captura.

A andlise por GC-MS foi realizada em um instrumento Agilent modelo GC-
7890B /MSD-5977A (quadrupolo), com impacto de elétrons a 70 eV, coluna HP-5MS
metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent Technologies Santa Clara, CA,
United States), gas carreador hélio com fluxo 1,00 mL.min"!, temperatura do injetor
260°C, temperatura do detector 150 °C, temperatura da linha de transferéncia 280°C.
Programagdo do forno cromatografico: temperatura inicial de 40 °C, com rampa de
aquecimento de 7 °C.min"! até 260 °C por 5 min ao término da corrida (36,5 min). O
equipamento opera nas modalidades de injecdo direta e inje¢cdo por SPME, portanto ¢
necessario estar atento aos objetivos ja que para cada injecao existe um liner, septo/porca
de inje¢ao e tipos de seringas especificos.

Com a obtengdo do tempo de adsorgdo, RI’s (Indices de Retengdo) para cada
composto detectado fornecidos apos a corrida cromatografica pelo equipamento, foi feita
uma analise comparativa cruzando esses dados com a biblioteca virtual do NIST. A
identificacdo dos componentes do dleo foi baseada em comparacdes dos tempos de
retengdes, pela determinagdo e comparacdo dos indices retencdo de Kovats, e espectros
de massas da biblioteca NIST com os indices descritos por Adams (1995). Nesta
biblioteca ¢ possivel aferir se o espectro de massa dos quimiotipos sugeridos pelo
equipamento ¢ realmente dele, assim como o seu KI que ¢ um tipo de indice de retencao.
O Indice de Kovats (KI) foi introduzido em 1958 para ser utilizado em separagdes

isotérmicas, e pode ser calculado empregando-se a equacao 5:
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KT = 100n-+ 100 2870 =108 Tein ) (05)
\log 5y —log ', )

Onde t’R ¢ o tempo de retengdo ajustado (tempo de retengdo do pico menos o
tempo de eluicao do pico de um composto ndo retido pela coluna cromatografica).

1 — analito

n — numero de carbonos do padrao adjacente menos retido, e n + 1 é o nimero
de carbonos do padrao adjacente mais retido.

A série de padrdes de referéncia pode ser de alcanos, ésteres metilicos de acidos
graxos, alcodis ou outra série homodloga de interesse, dependendo da natureza da fase
estacionaria ¢ dos analitos de interesse. A verificagdo do KI ¢ importante porque
moléculas semelhantes possuem fragmentos semelhantes, desta maneira o indice de

Kovats vai confirmar ou nao o tempo de elui¢gao do composto.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Lucchesi (1987), um vegetal anual em condi¢des ecologicas adequadas,
ocupa no periodo de crescimento, em termos de percentagem, 10% para germinar, 6%
para emergir, 51% no grande periodo de crescimento (fase linear), 15% para a
reproducdao, 8% na maturagdo e 10% até a colheita. Portanto, durante o seu
desenvolvimento, o vegetal ocupa, nas diferentes fases, diferentes periodos de
crescimento, naturalmente afetados pelos fatores externos e os inerentes a propria planta.
Portanto, para analisar todos os resultados abaixo, € preciso levar em consideragao que
todos os gendtipos analisados, se tratavam de plantas jovens no dpice de seu periodo de
crescimento (Figura 6). Considerando A, B e C, as variedades de Alfavaca Basilicdo,

Gennaro de Menta e Manjericao Limoncino, respectivamente.

Figura 6: Fenoétipo das plantas de O. basilicum ap6s o sétimo dia de aplicagdo de 2,8mM
de Acido Salicilico por aspersio. A. Manjericdo Alfavaca Basilicdo. B. Manjericdo

Gennaro de Menta. C. Manjericdo Limoncino.

B) Gennaro de Menta

C) Limoncino

controle AS 2,8mM controle AS 2,8mM controle AS 2,8mM

Fonte: Elaborado pelo autor

5.1.Pardmetros de Crescimento
Foram avaliadas as consequéncias da aplicagdo do AS quanto aos parametros de
crescimento das plantas de manjericdo. Considerando a massa seca da parte aérea
(Grafico 1A), apenas a cultivar Gennaro de Menta apresentou uma resposta positiva a
aplicagdo de AS com um ganho de 18,1% em relacdo ao controle, enquanto os outros
genotipos ndo apresentaram mudangas significativas. Por outro lado, a massa seca do
sistema radicular aumentou em todas as cultivares avaliadas apds a aplicagdo de AS

(Figura 1B), dessa forma, no final do periodo experimental as plantas submetidas ao AS
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apresentaram incrementos radiculares individuais diferenciados. Os genotipos Alfavaca
Basilicao, Gennaro de Menta e Manjericdo Limoncino apresentaram um ganho de 125%,

30,3% e 78% respectivamente.

Grafico 1: Perfil de Massa da Matéria Seca da Parte Aérea e das Raizes das plantas de

O. basilicum em (g). Barras indicam o erro padrdo das cinco repeti¢oes biologicas.

A Massa seca da parte aérea | . B Massa seca da raiz & Controle
o Controle @Ac.Sal 2,8mM
25 mAc.Sal. 2,8mM 1.2 -
2 1
215 g %81
a S 06
[= | =
S04
05 02
0 - 0 -
Alfavaca Gennaro de Limoncino Alfavaca Gennaro de Limoncino
Basilicéo Menta Basilic&o Menta

Fonte: Elaborado pelo autor

A area foliar também ¢ considerada uma variavel de crescimento reconhecida
devido a sua importancia como indicativo da produtividade da planta, uma vez que a
fotossintese realizada pelas plantas depende da interceptag¢do da energia luminosa captada
e da sua conversao em energia quimica. A eficiéncia do processo fotossintético depende
da taxa de fotossintese por unidade de area foliar e da interceptacdo da radiagao solar, as
quais sdo influenciadas pela arquitetura do dossel e pela dimensdo do sistema
fotoassimilador (FAVARIN et al., 2002). Levando isso em considerag¢do foram avaliadas
as areas foliares das trés cultivares de manjericao (Grafico 2). Assim como na massa seca
da raiz, a aplicacao de 2.8mM de AS promoveu um incremento da area foliar nos trés
genoétipos avaliados. Os resultados mostram que houve um aumento de 71,3%, 14%,
36,9% nos manjericoes Alfavaca Basilicdo, Gennaro de Menta e Limoncino,
respectivamente. O genétipo Alfavaca Basilicdo se mostrou mais sensivel neste
parametro, seguido pelo Manjericao Limoncino e com menor efeito no crescimento pelo
Gennaro de Menta. Isso pode ter acontecido devido ao rearranjo bioquimico em
decorréncia da inducdo do AS e também das influéncias das condig¢des externas da casa
de vegetagdao como a quantidade de energia incidente, interceptada (area foliar), absorvida
(excitacao eletronica), convertida (fixagdo de CO2), redistribuidas entre as partes do

vegetal e metabolizada nas diferentes partes das plantas (NASYROV, 1978).
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Grafico 2: Perfil das medidas de Area Foliar em plantas de O. Basilicum em (cm?™).

Barras indicam o erro padrdo das cinco repeti¢oes biologicas.

Area foliar aControle
1350 - mAc Sal. 2.8mM

Alfavaca Gennaro de Limoncino
Basilicdo Menta

Fonte: Elaborado pelo autor

E discutido na literatura que padrdes normais de acimulo de massa seca por uma
cultura possibilitam melhor entendimento dos fatores relacionados a nutricdo e,
consequentemente, da adubagdo (VIEIRA et al., 2002). Portanto diante dos resultados
descritos anteriormente podemos inferir que além da luminosidade abundante da casa de
cultivo, a disponibilidade de nutrientes na solugdo trocada a cada dois dias e a manutengao
do pH 6timo ao longo do experimento podem ter sido primordiais para o crescimento nas
trés cultivares analisadas. Udagawa (1995) observou ao estudar plantas de tomilho,
espécie também pertencente a familia Lamiaceae que tanto a massa seca da parte aérea
quanto teores de minerais (N, P, K, Ca e Mg) em folhas e raizes aumentam com niveis de
nutrientes mais elevados na solucdo. Portanto, adicionalmente, o substrato organico, a
solucdo nutritiva, acrescidos a dose de AS usada neste experimento podem ter exercido
efeitos promotores de crescimento das trés variedades durante a germinagdo e cultivo
principalmente quando avaliados a matéria seca da raiz e area foliar.

Resultados semelhantes descritos na literatura destacam incrementos no peso
seco ¢ area foliar em genotipos de manjericdo (SILVA et al., 2001), incluido a espécie
Ocimum basilicum (MAIA et al., 2001) e ainda em diferentes cultivares expostas a
concentragdes crescentes de AS (ELHINDI et al, 2016). Além disso os resultados
verificados estdo em concordancia com as observagdes em outras espécies de plantas,
Agarwal et al. (2005) mostraram que em genotipos de trigo sob estresse hidrico, que o

tratamento das plantas com AS refletiu em aumentos de 4rea foliar e biomassa total, em
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relagdo as plantas nao tratadas. A area foliar representa a matéria prima para a fotossintese
e, como tal, ¢ de grande importancia para a producdo de carboidratos, dleos, proteinas e
fibras. Apds o desenvolvimento do sistema radicular e a expansdo das folhas, a planta
retira 4gua e nutrientes do substrato em que se desenvolve e inicia os processos anabolicos
dependentes da fotossintese. As folhas sdo gradualmente auto sombreadas, aumentando
o indice de area foliar (IAF), passando a uma fase de crescimento linear, com o maior
incremento na taxa de matéria seca como observado no grafico 2 por exemplo. Quando
agua e nutrientes ndo sao limitantes, o IAF podera facilmente exceder o seu 6timo sem
significar maior aumento em fitomassa.

E importante destacar ainda a existéncia de interagdes cruzadas entre o AS e
outros fitormonios ndo avaliados aqui, que refletem na regulagdo génica (RIVAS-
SANVICENT; PLASENCIA, 2011), e podem ter contribuido para este aumento da
MSPA na cultivar Gennaro de Menta e da MSR em todas as cultivares. Ao atuar em
coordenacdo com citocininas, etileno, auxinas, giberelinas, acido jasmonico e acido
abscisico, o AS contribui, de forma importante, na regulacdo do crescimento e
desenvolvimento da planta. Consequentemente, a aplicagdo exdgena de AS pode estar
relacionada com modifica¢des no status hormonal da planta, pelo aumento no conteudo

enddgeno de giberelinas (KIM et al., 2009) ou auxinas (SHAKIROVA et al., 2003).

5.2.Condutancia Estomatica, Fotossintese e Transpiragdo

As cultivares avaliadas apresentaram diferentes comportamentos nos parametros
de trocas gasosas apoés a aplicacdo de AS. Os manjericdes Alfavaca Basilicdo e Gennaro
de Menta apresentaram uma redugdo em suas taxas fotossintéticas quando submetidas ao
tratamento com AS, enquanto a cultivar Limoncino apresentou um sensivel aumento
(Grafico 3A). Os valores de condutancia estomadtica (gs) para a cultura do manjericao
também ndo apresentaram um padrdo entre as cultivares avaliadas (Grafico 3B). Os
genotipos Alfavaca Basilicao e Limoncino apresentaram impacto positivo, por outro lado
um impacto negativo foi observado para a cultivar Gennaro de Menta. Além disso, para
a cultivar de Alfavaca Basilicdo o aumento na condutincia estomatica ndo significou
aumento na taxa de fotossintese, pelo contrario. Para o gendtipo Gennaro de Menta, a
sensivel reducao de gs pode ter refletido para reducdo de fotossintese. Para a variedade
Limoncino o valor de gs observado quando tratadas com AS indicam ocorréncia de baixa
limitagdo fotossintética, o que pode ter colaborado para a manutencdo dos parametros

fotossintéticos deste genotipo, mesmo com a imposi¢do de estresse (Grafico 3B). Todas
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as cultivares avaliadas apresentaram impactos negativos na taxa transpiratdria apos a
aplicacdo do AS. Entretanto, a cultivar Limoncino se mostrou mais sensivel a dose de
AS, seguido pelo Alfavaca Basilicao e por tltimo o Gennaro de Menta, com redugdes de

56%, 17,5% e 7%, respectivamente.

Grafico 3: Dados comparativos de Fotossintese, Condutancia estomatica e Transpiracao
em trés genotipos de plantas de O. Basilicum. Barras indicam o erro padrdo das cinco

repeticoes biologicas.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A respiragdo € um processo de combustao lenta dos carboidratos produzidos na
fotossintese, resultando na liberacdo de energia armazenada nesses compostos que ¢
utilizada para a manuten¢do do metabolismo vegetal e de todos os processos fisiologicos.
Portanto, ¢ de se esperar que, na medida em que a planta cresca, ocorra um aumento no
processo respiratorio, € consequentemente, a fotossintese bruta terd de ser bem maior para
atender as necessidades metabolicas do material existente e, ainda, promover adi¢gdes de
novos materiais, isto €, promover o crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Espera-se que a aplicagdo exdgena de AS aumentaria significativamente a taxa
fotossintética liquida, devido a melhora no estado funcional da maquinaria fotossintética
em plantas, pela mobilizagdo de nitrato no tecido interno ou ainda pela biossintese de
clorofila (SHI et al., 2006), o que ndo foi observado totalmente no nosso trabalho. A

melhoria induzida pelo AS na taxa liquida de assimilagdo de CO» apenas na cultivar
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Limoncino concorda com os resultados de pesquisas anteriores, onde o AS aplicado
aumentou a capacidade fotossintética em vdrias culturas, por exemplo, soja (KHAN;
PRITHIVIRAJ; SMITH, 2003), trigo (ARFAN; ATHAR; ASHRAF, 2007), incluindo O.
basilicum (ELHINDI et al., 2016) e girassol (NOREEN; ASHRAF, 2008). Esses
resultados de parametros de trocas gasosas obtidos aqui mostram que as respostas das
diferentes cultivares podem ser muito variaveis (MAIA et al., 2017; BIONE et al., 2014;
HEIDARI, 2012) e reforcam a importancia de experimentos envolvendo diferentes
cultivares de Ocimum basilicum, visto que diante de 37 cultivares existentes as
propriedades de cada uma delas e possiveis mecanismos de respostas podem ser
completamente diferentes.

Além da influéncia do genotipo diversos fatores tais como luminosidade,
radiacdo, inclusive estresses bidticos podem atuar sobre os estdmatos e,
consequentemente sobre a gs, desta forma, fica visivel o efeito da indugdo do AS sobre
esse parametro, observando que o mesmo pode ser utilizado como indicador da situagao
adversa (Turner, 1974). Outro fator que pode ter contribuido para a variagdo no
comportamento estomatico e transpiratério da planta, observada durante o dia, pode ser a
variagdo do angulo de exposi¢do das folhas aos raios solares, um importante mecanismo
de defesa das plantas, que opera exatamente em periodos de estresse, diminuindo a

temperatura foliar e, conseqiientemente, a transpiracao estomatal.

5.3. Clorofila a, Clorofila b, Clorofila Total e Carotendides

Foram determinados também teores de pigmentos fotossintetizantes nas plantas
de manjericdo ap0s a aplicagdo do AS. De modo geral os dados mostrados no grafico 4
corroboram os dados referentes a fotossintese discutidos no item anterior. As diferencas
nos teores de clorofila a e clorofila b encontradas nas folhas de manjericdo sem
administracdo de AS e com a aplicacdo dele, sio muito pequenas € ndao seguem um
padrdao. Como ja se sabe, a clorofila a € o tipo mais abundante, representando cerca de
75% de todos os pigmentos verdes encontrados nas plantas e possui papel fundamental
no processo de fotossintese atuando ativamente na producao de substancias organicas. A
aplicagdo do AS promoveu uma reducdo de 11,5% e 4,5% dos teores de clorofila a nas
cultivares de Alfavaca Basilicdo e Gennaro de Menta, respectivamente, e por outro lado
promoveu um aumento de 9,5% na cultivar Limoncino (Grafico 4A). Além disso foram
observados aumentos de 33,6% nos teores de clorofila b (Grafico 4B) e 6,9% de clorofila

total (Grafico 4C) apenas na cultivar Gennaro de Menta, enquanto que as outras cultivares
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nao foram responsivas a aplicagdo de AS. Apos a aspersdao do AS houve um decréscimo
de carotenoides de aproximadamente 18,5% no gendtipo de Alfavaca basilicdo, reducdo
de 11,2% em genotipo de Gennaro de Menta e de modo contrario foi observado um

acréscimo no Manjericao limoncino, incremento este de 12,5% (Grafico 4D).

Grafico 4: Comportamento dos pigmentos fotossintetizantes em plantas de O. Basilicum,

valores dados em pg.mL'.cm™. Barras indicam o erro padrdo das cinco repeticées

biologicas.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os dados indicam que apenas a cultivar Limoncino se comporta de maneira
similiar a outros resultados descritos na literatura, visto que entre as alteracdes
fisiologicas e bioquimicas das plantas, em resposta a aplicacdo de AS, sdo, também,
acompanhados com aumentos consideraveis no conteudo de pigmentos fotossintéticos
(clorofilas e carotenoides), em plantas sob condi¢do normal ou estressante (SINGH;
USHA, 2003), da mesma forma padrdes diferentes de respostas a diferentes doses de AS
foram obervados por Delvari ef al., (2010) o que reflete na dificuldade de se trabalhar
com plantas aromaticas com variedade de compostos, mesmo assim aumentos pequenos

nos teores de clorofila a e carotenoides foram observados para essa cultivar.

5.4.Compostos Volateis por GC-MS
Complementarmente, foi realizada a microextracdo dos compostos volateis por
SPME e os compostos majoritarios para cada variedade foram determinados por meio de

GC-MS para cada uma das cultivares Alfavaca Basilicao, Gennaro de menta e Limoncino.
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De modo geral, as trés cultivares nao apresentaram um padrdo no que diz
respeito a composicdo volatil total, variando em diversos aspectos, porém ¢ possivel
afirmar que o genotipo Limoncino apresentou-se mais responsivo a aplicagdo do AS,
sendo que o numero absoluto total de compostos nas cultivares Alfavaca Basilicao e
Gennaro de Menta nao tiveram alteragoes drasticas (grafico 5). Analises cromatograficas
em outras variedades de manjericdo também ndo tém identificado niimeros grandes de
compostos, Jordan e colaboradores (2017), avaliando trés cultivares diferentes encontrou
no maximo 28 compostos diferentes, sendo que fatores como genotipo, ambiente e perdas

de compostos tracos durante a extracao podem ter influenciado nesses niameros.

Grafico 5: Numero total de volateis em valores absolutos para cada cultivar analisada.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os componentes majoritarios da cultivar Alfavaca Basilicdo de acordo com as
porcentagens médias dos picos detectados no GC-MS foram o Eucaliptol e o Linalol
(Tabela 1). Percebe-se que o tratamento com AS apresentou um aumento de 38,4% nos
niveis de Eucaliptol enquanto que o Linalol ndo apresentou modificagdo significativa em
seus niveis, por outro lado alguns compostos como B-Pinene obteve ganho de 15,4% e o
pico de a-Pinene cresceu em 20% sua média mesmo que esses valores sejam bem menores
do que os compostos majoritarios. Outro compostos como Mirceno, Octen-3-ol e
Sabineno apresentaram reducdo de seus valores quando submetidos a dose de AS, 75%,
47,2% e 31,1%, respectivamente. Ainda pode ser observado o aparecimento de
compostos como o Metilciclohexanol e a-Terpineol, em detrimento do desaparecimento

de Tujeno e a-Bergamoteno.
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Tabela 1: Perfil dos compostos volateis majoritarios do Manjericao Alfavaca Basilicao
submetidos & aplicagdo de 2,8mM de Acido Salicilico por aspersdo. IK., - Indice de

Kovats calculado. IKii - Indice de Kovats por Adams (1995). X — Ndo detectado no

tratamento.
Desvio
IK Média Area  Desvio Média Area % AS

Composto eq IKlit Controle% Controle AS 2,8mM 2,8mM
4-Methylcyclohexanol 702 702 X 2,24 1,15
2-Hexenal 857 855 3,14 1,68 3,43 0,57

Thujene 924 924 1,27 0,04 X
a-Pinene 931 931 4,02 0,21 6,21 0,78
Camphene 953 947 1,52 0,39 1,01 0,12
Sabinene 977 969 4,37 1,05 3,01 0,76
1-Octen-3-ol 982 986 5,95 1,53 3,14 0,43
B-Pinene 980 979 5,58 1,11 6,60 1,33
Myrcene 992 990 9,19 1,59 2,31 0,19
Eucalyptol 1036 1031 27,74 1,06 45,06 0,53
Ocimene 1051 1048 3,11 0,45 2,32 1,40
Linalol 1100 1101 22,42 3,47 22,24 3,31
Camphor 1150 1146 1,15 0,19 0,78 0,15
a-Terpineol 1194 1190 X 0,60 0,05
Eugenol 1365 1373 3,48 2,58 1,04 0,69
a-Bergamotene 1440 1433 7,07 0,98 X

Fonte: Elaborado pelo autor

Como se ¢ esperado esta espécie € rica em Terpenos, metabdlitos secundarios de
origem vegetal, que apesar de ndo exercerem papel fundamental no metabolismo da
planta, continuam de grande importancia para o bom funcionamento da mesma (DI
STASI, 1996), e a emissdo destes compostos aumenta em plantas estressadas (ARO et
al., 2012), além disso a composi¢do majoritaria desta variedade de O. basicilum
pertencente a familia Lamiaceae, estd em concordancia com as observagdes realizadas
por Lawrence (1988). Compostos majoritarios de O. basilicum tem sido descritos na
literatura como metilcavacol, linalol, 1,8-cineol e geraniale (KHALID, 2016) e ainda
incluem eugenol (EKREN et al., 2012), metileugenol, a-bergamoteno e B-mirceno
(MANDOULAKANTI et al., 2017), essa variedade de quimiotipos provavelmente se deve
ao grande numero de tipos diferentes de manjericdo existentes, e as trés cultivares
escolhidas nesse trabalho refletem claramente que manjericdes com quimiotipos

diferentes também podem apresentar respostas fisioldgicas diferentes.
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Estes terpenos indentificados, no qual incluem o Eucaliptol, Linalol e B-pineno
por exemplo, sdo derivados do isopreno, sintetizados e armazenados em glandulas
encontradas na superficie de folhas, hastes e flores (IINIMA et al., 2004). Um de seus
precursores, o acido mevaldnico € proveniente da unido de duas unidades de acetil-CoA,
porém ainda ha uma outra via de formacao desses componentes, a via que utiliza o
metileritritol fosfato como precursor, sendo que esta primeira via acontece no Citosol e a

segunda nos cloroplastos.

Figura 7: Via biossintética dos Terpenos em plantas. MEP: Metileritritol fosfato;, MVA:
Acido mevalénico; IPP: Isopentenil difosfato; DMAPP: Dimetilalil pirofosfato; FPP:
Farnesil difosfato; GPP: Geranil difosfato; GGPP: Geranil geranil difosfato.
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Fonte: Adaptado de Schoonhoven et al.

Para a rota do mevalonato (MVA), unidade de isopreno ¢ convertida em acido
mevaldnico, que sofre fosforilagdo de duas hidroxilas. A fosforilagdo ¢ seguida por uma
eliminagdo envolvendo a perca de CO, e PO4*, e o produto desta eliminagéo é o IPP. Em
seguida acontece a isomeriza¢ao do IPP em Dimetilalil pirofosfato (DMAP), pela enzima
difosfato de isopentila isomerase. Para a via do metileritritol fosfato (MEP), temos
inicialmente uma molécula de gliceraldeido 3-fosfato, juntamente com uma molécula de
piruvato, dando origem ao metileritritol fosfato, que serd fosforilado dando origem ao
DMAP. Neste ponto, as vias se encontram ¢ a formagao dos terpenos segue o mesmo

caminho.
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Em todo caso, MEP e/ou MVA irdo originar duas importantes unidades C5 que
sdo os precursores imediatos dos terpenos: isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil
pirofosfato (DMAP). Em muitos casos o IPP e o DMAP ligam-se entre si através do
famoso modelo "cabeca-cauda" para formar unidades maiores, consequentemente
ampliando a variedade de terpenos encontrados em diversos tipos de vegetais.

Baseado nisso, a aplicacdo da dose de AS favoreceu o aumento dos niveis de
Eucaliptol, Linalol e a-pineno, possivelmente devido a alta indug@o na expressao de genes
que codificam PR-Proteinas. A ativacdo desses genes pode acontecer devido a uma
cascata de transduc¢ao de sinais mediados por elicitores abioticos como o AS (BOLLER,
1985; VAN LOON; VAN STRIEN, 1999; OKUSHIMA et al., 2000; LATUNDE-
DADA; FERNANDES et al., 2006). Essas proteinas especificas estdo associadas
diretamente aos processos de defesa do vegetal e desviaram o fluxo metabdlico a favor
da maior produgdo de compostos envolvidos neste mecanismo. Ainda podemos apontar
o aumento da fosforilagdo do acido mevaldnico no citosol e/ou do metileritritol fosfato
nos cloroplastos, como agentes estimulantes para o aumento dos niveis destes terpenos.
Entretanto ndao houve favorecimento a formacao de alcoois como o octen-3-ol. A reducao
dos niveis de Sabineno, pode ser explicada pelo favorecimento por parte da planta em
priorizar terpenos de maior necessidade em caso de estresse, como o Eucaliptol, que
exerce papel antimicrobiano, por exemplo.

Estudos apontam que em condi¢des normais para algumas espécies, a
disponibilidade de luz determina a quantidade do precursor de isoprendides, o
gliceraldeido-3-fosfato produzido pela fotossintese, que também controla a
disponibilidade de adenosina trifosfato (ATP) e de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) (NIINEMETS et al., 2004). Deste modo, ha evidéncias da relacdo entre
a emissao deste composto e a fotossintese (NIINEMETS et al., 2002; WILKINSON et
al., 2009), pois a produ¢dao do mesmo ¢ estimulada pela luz e declina no escuro (SHAO
et al., 2001; SANADZE, 2004). E possivel imaginar que o O. basilicum, em condi¢des
estressantes, apesar de apresentar uma reducdo em sua taxa fotossintética pode ter
aumentado seus niveis de isoprendides em favor do crescimento de Eucaliptol. Desta
maneira, o quimiotipo majoritariamente identificado para a variedade Alfavaca Basilicao
foi o Eucaliptol.

Para a cultivar Gennaro de menta os compostos majoritariamente identificados
foram o Estragol, seguido pelo Eucaliptol (Tabela 2). O Estragol apresentou uma redugao

de 14,7% de seus niveis, enquanto o Eucaliptol aumentou em 25,2%. Para as plantas


https://pt.wikipedia.org/wiki/Pirofosfato_de_isopentenilo
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45

tratadas com AS fica visivel o aparecimento de compostos importantes como o 3-Carene
e m-Cymene, e o desaparecimento de outros como o 1-Octen-3-0l e Mirceno. Ainda
podemos avaliar que 2-Hexenal mostrou um decréscimo de 57% em suas médias,

enquanto o B-Phellandrene apresentou um acréscimo de 52,2%.

Tabela 2: Perfil dos compostos volateis majoritarios do Manjericio Gennaro de Menta
submetidos & aplicagdo de 2,8mM de Acido Salicilico por aspersdo. IK., - Indice de

Kovats calculado. IK - Indice de Kovats por Adams (1995). X — Néo detectado no

tratamento.
Média Média Desvio
Area%  Desvio Area% AS AS
Composto IK eq IKlit Controle Controle 2,8mM 2,8mM
4-Methylcyclohexanol 702 702 1,49 0,38 X
2-Hexenal 857 855 3,42 0,37 1,47 0,36
methoxy-phenyl 913 911 1,14 0,14 X
B-Thujene 931 927 X 0,55 0,08
Camphene 953 947 X 1,52 0,30
B-Phellandrene 977 985 1,47 0,09 3,08 0,16
B-Pinene 980 975 1,13 0,16 X
1-Octen-3-ol 982 986 2,44 1,06 X
Myrcene 992 990 1,84 0,68 X
3-Carene 1012 1009 X 4,99 0,78
Benzene, 1,4-dichloro 1016 1014 X 0,31 0,05
m-Cymene 1028 1025 X 3,98 0,32
Limoneno 1032 1029 1,19 0,23 X
Eucalyptol 1036 1031 11,17 1,87 14,94 0,13
y-Terpinene 1062 1056 X 1,03 0,19
Terpinolene 1090 1083 X 1,07 0,29
Linalol 1100 1101 3,62 0,35 3,55 0,22
Camphor 1150 1146 X 0,36 0,07
Estragol 1200 1196 69,64 22,56 59,36 2,24
o-Bergamotene 1441 1433 1,47 0,26 X

Fonte: Elaborado pelo autor

Diferentemente da variedade anterior, o composto majoritario para este genotipo

¢ o Estragol, que ¢ um fenilpropanoide. A biossintese de compostos fenilpropandides ¢
produzida a partir da via do shikimato e regulada por varios grupos de reagdes enzimaticas
através de canais metabolicos (DIXON et al., 1992). Todos os fenilpropandides sdo
derivados de acido cinamico, que ¢ formado a partir de fenilalanina pela acdo de
desaminacdo de fenilalanina amoénia-liase (PAL). PAL ¢ uma das enzimas mais
importantes com um papel chave na regulacdo da producdo de fenilpropandides em

plantas (ACHNINE et al., 2004, IIJIMA et al., 2004). A ultima etapa biossintética
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envolvida na formagdo de estrogol (metilcavicol) ¢ catalisada pela enzima chavicol o-
metiltransferase (CVOMT) (GANG et al., 2001, LEWINSOHN et al., 2000).

Foi percebido que a dose de AS 2,8mM, pode nao ter favorecido a agdo das
enzimas envolvidas no processo de biossintese do Estragol, havendo em detrimento disso
um favorecimento a biossintese de terpenos comuns nesta espécie como o Eucaliptol e -
Phellandrene. Isso pode ter ocorrido devido a readequagao bioquimica e transdugdes de
sinais causadas pelo AS, em prol de uma sintese de compostos associados diretamente
com a defesa da planta a estresse bidtico. A planta pode ter respondido de forma que o
Estragol, composto utilizado principalmente para atragao de agentes polinizadores, nao
seria de total utilidade, priorizando a sintese de metabdlitos secundarios de maior
atividade contra possiveis estresses. Além disso, o Estragol também ¢ em sua minoria
utilizado para prote¢do contra luz UV, o que pode explicar a redugdo nos niveis desse
composto, mas ndo o seu total desaparecimento. Ainda assim, o Estragol foi o quimiotipo
majoritario identificado para a cultivar Gennaro de Menta.

O manjericao limoncino foi a variedade que apresentou um maior niumero de
compostos volateis apds aplicacdo de AS e, portanto, a mais responsiva a ele (Grafico 5).
Os compostos majoritarios identificados foram o Geranial, seguido pelo Lemonal. Ambos
s6 puderam ser verificados apods tratamento com AS 2,8mM, juntamente com outros
compostos como o Nerol e o Mirceno, em detrimento do desaparecimento de 2-hexenal
e Verbenol. Os compostos Limoneno, Citral, Estragol, 5-hepteno e o Linalol,
apresentaram reducdo de suas médias em 80%, 77%, 63,3%, 63,2% e 55%,
respectivamente. A auséncia de lemonal e geranial no controle pode ser explicado pela
presenca dos isdmero citral.

O Citral ou comumente também chamado de Lemonal, pode ser qualquer um
dos pares de terpendides com formula molecular CioHi6O. Os dois compostos
sao isomeros duplos. O trans-isomero ¢ conhecido por geranial ou citral A. O cis-isomero

¢ conhecido como nerol ou citral B.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Terpeno
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Tabela 3: Perfil dos compostos volateis majoritarios do Manjericdo Limoncino
submetidos a aplicagdo de 2,8mM de Acido Salicilico por aspersio. IKeq - Indice de

Kovats calculado. IKlit - Indice de Kovats por Adams (1995). X — Ndo detectado no

tratamento.
Média
Area Média
Controle Desvio Area % AS Desvio AS
Composto IKeq IKIit % Controle 2,8mM 2,8mM

Isopentenil 737 740 X 1,22 0,48

2-Hexenal 857 855 11,39 0,13 X X
5-Hepten-2-one 989 985 6,43 0,15 2,36 0,16
Mirceno 992 990 X 4,66 0,53
Cimeno 1026 1026 X 1,14 0,30
Limoneno 1032 1029 6,37 2,46 1,28 0,50
Ocimeno 1051 1050 4,43 1,17 0,90 0,21
Fenchona 1090 1083 X 1,71 0,81
Linalol 1101 1096 5,30 0,83 2,39 0,13

Verbenol 1185 1184 11,22 7,46 X X
Estragol 1200 1196 17,96 0,99 6,58 0,67
Nerol 1232 1229 X 6,80 2,60
Citral 1274 1267 36,90 4,15 8,51 0,45
Lemonal 1258 1252 X 26,48 3,05
Geranial 1276 1267 X 35,97 4,79

Fonte: Elaborado pelo autor

A redugdo destes compostos citados anteriormente pode ter relagdo com a
biossintese em paralelo de Geranial e Lemonal quando induzidos por AS nesta
cultivar, estes quimiotipos sdo derivados do GPP (Geranil difosfato) (Figura 7), e sdo
modificados por alcoois desidrogenases e alcoois oxigenases para a formacao do
Citral. Geranial e Lemonal estdo presentes em diversos 6leos essenciais de plantas,
em alguns deles majoritariamente presentes (BAKKALI et al., 2008). Garcia et al.,
(2008) demonstraram a atividade antimicrobiana do Lemonal frente a espécies
fingicas, tal componente tem apresentado acdo contra algumas cepas bacterianas
inclusive (SADDIQ; KHAYYAT, 2010). Portanto, a indu¢do do AS pode ter
desfavorecido a a¢do de enzimas relacionadas a conversao do Citral, promovendo o
acumulo destes isdmeros, o que indica que a planta pode ter sinalizado uma maior
producdo destes compostos em decorréncia do estresse a que era submetida em
resposta a dose de 4cido salicilico. O Geranial portanto, foi o quimiotipos mais

abundante para o genotipo Limoncino.
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6. CONCLUSAO

A aplicagdo de AS nas folhas de manjericdo favoreceu uma tendéncia em
promover o crescimento da planta por meio de incrementos na massa seca da raiz e da
area foliar, o que sugere uma possivel relagao entre o acido salicilico e outros fitormdnios
de crescimento da planta. Nao houve um padrdo de resposta ao AS em parametros de
trocas gasosas ¢ pigmentos fotossintéticos. Os compostos volateis majoritariamente
identificados para as cultivares Alfavaca Basilicdo, Gennaro de Menta e Limoncino foram
o Eucaliptol, Estragol e o Geranial, respectivamente, indicando que desvios nos fluxos
metabolicas estdo envolvidas na formacao destes compostos secundarios. De todos os
manjericoes, o Limoncino foi mais responsivo a aplicacdo de acido salicilico. Baseado
nos resultados deste trabalho, recomenda-se a administragio do AS em prol do
favorecimento dos mecanismos de defesa vegetal, e ainda da producdo de compostos
volateis presentes no 6leo essencial, de grande importancia industrial e medicinal. Porém,
mais estudos como analises da interagdo de acido salicilico com outros fitormonios,
analise da expressdo génica envolvida nos mecanismos de respostas e o estudo profundo

dos fluxos metabdlicos ainda se fazem necessarios para resultados mais promissores.
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