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RESUMO

Hyptis fruticosa Salzm. ex. Benth e Ocimum gratissimum Lindl. sdo espécies da
familia lamiaceae de grande importancia medicinal, no entanto, tém sido objetos
de poucos estudos relacionados as técnicas de cultivo. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o comportamento e tolerancia de plantas de H. fruticosa e O.
gratissimum cultivadas em vasos submetidas a diferentes niveis de reposicdo de
agua evapotranspirada durante o periodo de treze dias (H. fruticosa) e nove dias
(O. gratissimum). O experimento foi realizado em telado sob delineamento em
blocos casualizados com quatro tratamentos (100, 75, 50 e 0% de reposicao de
agua evapotranspirada). Verificou-se que ndo houve diferencas significativas da
massa seca total e area foliar entre os tratamentos nas espécies H. fruticosa e O.
gratissimum. As duas espécies apresentaram 0os menores valores de teor relativo
de agua, potencial hidrico, clorofilas e carotendides no tratamento 0% de
reposicado de agua. Em O. gratissimum, houve reducéo da assimilacdo liquida de
carbono, condutancia estomatica e transpiracdo com o aumento do déficit hidrico,
porém a concentracdo interna de CO;, foi superior no tratamento 0% de reposicdo
de agua. As duas espécies apresentaram acumulo de aminoéacidos livres, prolina,
proteinas soluveis e carboidratos soluveis de acordo com o aumento do déficit
hidrico. O teor de Oleo essencial aumentou com o incremento da disponibilidade
hidrica em O. gratissimum, mas ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos em H. fruticosa. A espécie O. gratissimum mostrou-se mais sensivel
e H. fruticosa mais tolerante a deficiéncia hidrica.

Palavras-chave: Estresse hidrico. Trocas gasosas. Pigmentos cloroplastidicos.
Ajustamento osmotico. Oleo essencial.



ABSTRACT

Hyptis fruticosa Salzm. Ex. Benth and Ocimum gratissimum Lindi are species from
lamiaceae family of great medicinal importance, notwithstanding, they have been
goals of few studies related to the cultivation techniques. Therefore, the study’s
goal was to evaluate the behavior and tolerance of plants of H. fruticosa and O.
gratissimum cultivated in vases submitted to different levels of evapotranspired
water reposition during thirteen days (H. fruticosa) and nine days (O. gratissimum).
The experiment was made in greenhouse under randomized complete block
design with four treatments (100, 75, 50 and 0% of evapotranspired water
reposition). It was verified that there were not any significant difference of total dry
mass and leaf area among the treatments in the species H. fruticosa and O.
gratissimum. Both of them presented the lowest values of relative water content,
water potential, chlorophylls and carotenoids in the water reposition 0% treatment.
In O. gratissimum, there was the decrease in net assimilation of carbon, stomatal
conductance and transpiration with the water deficit increase, but the CO, inside
concentration was higher in the water reposition 0% treatment. The two species
presented amino acid accumulation, proline, soluble proteins and soluble
carbohydrate according to the water deficit increase. The essential oil content
increased with the water availability increment in O. gratissimum, but it did not
present the significant difference among the treatments in H. fruticosa. O.
gratissimum revealed itself more sensitive and H. fruticosa more tolerant to the
water deficiency.

Key words: Water stress. Gas exchanges. Chloroplastid pigments. Osmotic
adjustment. Essential oil.



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL ...ttt 1
1.1 PLANTAS MEDICINAIS ...uutuuttuitietaaasansaasssasas s 1
1.2 LAMIACEAE ...ttt 2
1.3 DEFICIENCIA HIDRICA ....ccvuiiiiiieieeieeieeeaeeeeen ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.4
2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooiiiiiiiiiieeee e 10

CAPITULO I: ALTERACOES FISIOLOGICAS E METABOLICAS EM HYPTIS

FRUTICOSA SALZM EX. BENTH SOB DIFERENTES REGIMES HIDRICOS...... 17
3. INTRODUGAD ...t e, 19
4. MATERIAIS E METODOS .. ..ottt 20
D RESUL T AD S .o e 23
5.1 TEOR RELATIVO DE AGUA E POTENCIAL HIDRICO ......cccvvviiiiiieeeeeeeceiiiiiiieeeeeeenn 24
5.2 MASSA SECA E AREA FOLIAR.......vutiiiiiieeititeeeiee e et e e et et et e e eaaa e, 25
5.3 PIGMENTOS CLOROPLASTIDICOS ...ceeiiiiitiiiiiiitaeeeesaassisiiiteeeeeeeaaaessnnanneeaeeeeaaaans 26
5.4 SOLUTOS ORGANICOS ... .uuiitiiiiiiteeeeeaaeeitieteeee e e e e e e e e sttt e e e e e e e e s e nsnbbreeeeeeaeaens 29
5.5 TEOR DE OLEO ESSENCIAL ©.vtvvviiteeeeesaiittitteeteeeeaassassstsssesaeeseasssssssnnsseseeeeaeanns 31
B. DISCUSSAD ...oooiiieieieete ettt et e e e e e aae e, 32
6.1 TEOR RELATIVO DE AGUA E POTENCIAL HIDRICO ....coovviiiiiiiieeeeeeesiiiiiiiieeeeeeeans 32
6.2 MASSA SECA E AREA FOLIAR.......vvtiiitieeiitieeeeite e s ette e e s tte e s ettt e e s tae e eaaae e e eaae e, 33
6.3 PIGMENTOS CLOROPLASTIDICOS ...ceieiiiiitiiiiieteeeeesaesssisireeaeeeeaasssensnnnnaaaeeeaeanns 34
6.4 SOLUTOS ORGANICOS ....cetueittiettie ettt et et e et e et e e e e e e e e e en e eees 35
6.5 TEOR DE OLEO ESSENCIAL .1tuttuiineetitiaie et e e e et e et e et e et e et e e et e e eneenaeens 36
7. CONCLUSOES ... .ottt 37
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .. ..ottt 37

CAPITULO II: ALTERACOES FISIOLOGICAS E METABOLICAS EM OCIMUM
GRATISSIMUM L.SOB DIFERENTES REGIMES HIDRICOS........c..ccocvviieennnene, 43



3. INTRODUGAO ...ttt oottt 45

4. MATERIAL E METODOS ....oooiiiiie et 46
5. RESULTADOS ...ttt ettt 49
5.1 TEOR RELATIVO DE AGUA E POTENCIAL HIDRICO ...uvuiiiiieiiieiieeieeie e eeaeaeananananes 49
5.2 MASSA SECA E AREA L I 1 o 51
D 3 T RO C A S G A SO S A S ..ttt ittt ettt ettt ettt ettt et ettt e et et e eba e e ree e 51
5.4 PIGMENTOS CLOROPLASTIDICOS ...ttt ittt et et et s st e e e ereraaeaeaeraes 54
5.5 SOLUTOS ORGANICOS ..ttt ettt ettt ettt ettt e ettt a e st e e e arases 55
5.6 TEOR DE OLEO ESSENCIAL 1outuiuiiii ittt et e ettt s et et st ts e e e e e e et rasarararases 58
B. DISCUSSAD ..., 58
6.1 TEOR RELATIVO DE AGUA E POTENCIAL HIDRICO .. ..cuiiiiiiiieiiiiieieeeeeeeeeeaeaeanananes 58
6.2 MASSA SECA E AREA L ]I o 60
5.3 T RO CAS G A SO S A S ettt ittt ettt ettt ettt ettt ettt et et e a et et st eba et ba e e eranes 62
6.4 PIGMENTOS CLOROPLASTIDICOS ...ttt ittt st e et et r e e et e e erareaeraes 64
5.5 SOLUTOS ORGANICOS ... ittt ettt et ettt e et e e aeans 66
6.6 TEOR DE OLEO ESSENCIAL ..uuiuititiitete ittt e et e et e et e e et e e et e e e e e e aeens 68
7. CONCLUSOES ...ttt 69
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coviiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeee e 69

9. CONCLUSOES GERAIS. ..ottt 74



1. INTRODUCAO GERAL

1.1Plantas medicinais

A utilizac@o de plantas medicinais é uma pratica muito antiga, comum entre as
populacdes tradicionais devido a ser uma fonte de tratamento de doencas. As
plantas medicinais podem ser usadas na forma de cocg¢des, infusdes, alimentos,
Oleos essenciais, medicamentos e cosméticos, mas apesar das diversas
utiidades, as plantas medicinais séo utilizadas em sua maioria para fins
terapéuticos. De acordo com Ferro (2008) cerca de quatro bilhdes da populagéo
mundial utilizam espécies medicinais para o tratamento de algum problema de
saude.

A vasta popularizagdo do uso das plantas medicinais no mundo, aliada ao
crescente aumento de iniciativas para a producdo de medicamentos pelas
industrias farmacéuticas e o desenvolvimento de pesquisas de diversos 0rgaos
governamentais e ndo governamentais, permitem cada dia mais a exploracao de
plantas medicinais na fitoterapia. Anualmente ha um movimento de cerca de 40
bilhbes de dolares pela industria mundial de fitoterapicos, tendo o Brasil
contribuicdo de somente 1\40 deste lucro (FERRO, 2008). O Brasil, apesar de
possuir grande diversidade de plantas medicinais em sua flora, ainda apresenta
pouca participacdo no mercado de plantas medicinais, resultado oriundo de falta
de politicas publicas para o desenvolvimento da cadeia produtiva de plantas
medicinais e fitoterapicos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2006). No entanto,
acOes importantes foram feitas para o estimulo do uso consciente de plantas
medicinais, através da criacdo, pelo Ministério da Saude, de uma relacdo de
plantas medicinais de interesse ao Sistema Unico de Salde, que tem como intuito
contribuir para o desenvolvimento da cadeia produtiva através da
regulamentacdo, cultivo/manejo, producdo, comercializacdo e distribuicdo de
plantas medicinais e fitoterapicos (NASCIMENTO JUNIOR, 2009), o que traz boas
perspectivas para o futuro das pesquisas e para o desenvolvimento da producao
e economia envolvendo plantas medicinais no Brasil.

A produtividade de culturas de plantas em geral, pode ser alterada por fatores
abioticos como disponibilidade hidrica, luminosidade, temperatura e nutrientes,

portanto, na producdo de plantas medicinais deve ser levado em consideragéo o



manejo dos recursos hidricos, uma vez que a disponibilidade hidrica € capaz de
aumentar produgdo de plantas medicinais e, influenciar na produgéo e
composicdo de seus metabdlitos secundarios (SILVA et al., 2002, MARQUES et
al., 2009, MEIRA et al., 2013 GOBBO-NETO; LOPES, 2007, SELMAR;
KLEINWACHTER, 2013). Desta forma, torna necesséario o desenvolvimento de
pesquisas sobre a relagcdo recurso hidrico x planta medicinal para viabilizar maior
producdo de metabdlitos secundarios para o contexto econémico e medicinal,
como também para permitir a conservacdo das plantas medicinais utilizando-se

um extrativismo sustentavel.

1.2 Lamiaceae

A familia Lamiaceae (Labiatae) € formada por cerca de 300 géneros e
7.500 espécies (SOUZA; LORENZI, 2008). As espécies desta familia podem
possuir habito em forma erva ou arbusto e raramente em arvore, geralmente
apresentando caracteristicas como caule quadrangular, folhas opostas e simples,
inflorescéncia cimosa, flores bissexuadas e zigomorfas, célice pentamero e
gamossépalo, corola pentamera e gamopétala geralmente bilabiada e dois a
guatro estames livres, gineceu com ovario supero com dois carpelos e fruto em
baga (SOUZA; LORENZI, 2008). Esta familia apresenta grande valor comercial,
sendo usada na industria de perfumes e cosméticos, em condimentos e
alimentos, porém destaca-se por ser uma familia produtora de 6leos volateis de
grande importancia medicinal (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Dentre os
géneros produtores de 6leo essencial podem ser destacados Hyptis, Leonoti,
Leucas, Mentha, Ocimum e Origanum.

O género Hyptis, constituido por mais de 300 espécies aromaticas, Sao
comumente utilizadas no tratamento de dor, infeccbes da pele, infeccbes
gastrintestinais e caibras (MORAIS et al., 2005).

A espécie Hyptis fruticosa Salzm. ex. Benth. popularmente conhecida por

“alecrim de vaqueiro” “alecrim do tabuleiro™™ é predominante nos estados da Bahia
e Sergipe, sendo bastante utilizada pela populagdo no combate a dor na forma de
cha de suas folhas (SILVA et al.,, 2006). Pesquisas envolvendo esta espécie
destacaram atividade antinociceptiva e ndo toxidade aguda do extrato aquoso

(SILVA et al., 2006) e 6leo essencial (FRANCO et al. 2011a, MENEZES et al.,



2007) em camundongos, atividade antioxidante e anti-inflamatoria em extratos
etanolicos (ANDRADE et al., 2010), atividade de regeneracdo hepatica em ratos
com hepatectomia (LIMA et al. 2012), efeito vasorelaxante do extrato
diclorometano em artéria mesentérica de ratos (MOREIRA et al, 2010). Além
disso, o 6leo essencial de H. fruticosa pode ser considerado como uma
importante alternativa de inseticida para o controle de larvas de Aedes aegypti, no
momento em que fornece uma fonte rica de compostos bioativos que sé&o
biodegradaveis e néo téxicos (SILVA et al., 2008).

Entre os principais grupos que podem ser encontrados no 6leo essencial
de H. fruticosa estdo os sesquiterpenos hidrocarbonetos e hidrocarbonetos
monoterpenos, dentre os quais 1,8-cineole, spathulenol, a-pinene, B-pinene, a e
B-caryophyllene e bicyclogermacrene (FRANCO et al. 2011b). A composicéo
guimica deste 6leo pode variar de acordo com as partes da planta, estadio de
crescimento e parametros geograficos em que H. fruticosa estad inserida
(FRANCO et al. 2011b).

O género Ocimum possui 150 espécies, dentre elas estdo Ocimum
gratissimum, Ocimum americanum, Ocimum basilicum e Ocimum campechianum.
As espécies sdo popularmente conhecidas como alfavacas ou manjerices. O
género destaca-se pela a utilizacdo de suas espécies na culinaria, na fitoterapia e
como repelente de insetos (LAWRENCE, 1992). Este género possui diversas
propriedades contra patdogenos, apresentando atividade antibacteriana
(NAKAMURA et al. 1999) e antifangica (NWOSU; OKAFOR, 1995). Possui
também propriedades anti-inflamatérias (RABELO et al. 2003), antidiarréica
(OFFIAH; CHIKWENDU, 1999) e hipoglicemiante (AGUIYI, 2000).

A espécie O. gratissimum é uma espécie de origem africana naturalizada
no Brasil. Seu Oleo essencial tem apresentado atividade inibitéria para as
bactérias Staphylococcus aureus, Shigella flexineri, Salmonella enteritidis,
Escherichia coli, Klebsiella sp. e Proteus mirabilis (NAKAMURA et al. 1999), e
atividade antifungica contra Cryptococcus neoformans (LEMOS et al. 2005) e para
o patégeno de frutos Colletotrichum gloeosporioides (AQUINO et al., 2012). Em
seu 6leo essencial podem ser encontrados 0s seguintes compostos de origem
fendlica e terpénica: 1,8 cineol, eugenol, metil-eugenol, timol, pcimeno, cis-

ocimeno e cis-cariofileno, trans-cariofileno, beta cariofileno, germacreno-D, [B-



bisaboleno, a-trans-trans-farmaseno, a-selineno, B-bourboneno, B-cubebeno,
linalol, isoledeno, delta cadideno, a-Copaeno, y-Muuroleno e &-Cadineno. De
acordo com o quimiotipo da espécie, esta pode apresentar como componente
majoritario o eugenol, que chega a compor mais de 90% do 6leo essencial de O.
gratissimum (AQUINO et al., 2012, NAKAMURA et al. 1999, BIASE et al., 2009,
SILVA et al. 2010), sendo que o teor de Oleo essencial e de eugenol sdo maiores
nas folhas do que nas flores (BIASE et al., 2009).

1.3 Deficiéncia hidrica

A agua constitui cerca de 80% a 95% da massa dos tecidos vegetais em
crescimento, sendo necessaria como meio, reagente ou substrato do metabolismo
vegetal, translocacdo e transporte de solutos, turgescéncia celular, abertura e
fechamento estomatico, fotossintese, crescimento e desenvolvimento do vegetal.
Portanto, a 4gua € um dos principais recursos essenciais para a manutencao da
vida da planta (PIMENTEL, 2004, TAIZ; ZEIGER, 2004). O excesso ou a falta de
agua acarreta injurias e diminuicdo da produtividade das plantas (TAIZ; ZEIGER,
2013), o que torna necessario conhecer a quantidade de agua a ser fornecida no
cultivo para que seja efetuado um manejo consciente com o qual as plantas se
desenvolvam de forma satisfatdria, melhorando a qualidade da producéo,
evitando desperdicio de agua e reduzindo custos na irrigacao.

Em ambientes naturais e agricultaveis as plantas estdo frequentemente
expostas as variacdes na disponibilidade de dgua, que muitas vezes as sujeitam a
condicdo de estresse acarretada por excesso ou pela falta deste recurso (TAIZ,
ZEIGER, 2013). No processo de estresse por seca, as plantas passam por um
periodo sem precipitacdo durante o qual o conteido de agua do solo é reduzido
de tal modo que as plantas sofrem (LARCHER, 1986). O efeito da falta de agua
nas plantas dependera da intensidade, duracdo e velocidade de imposicdo do
estresse, como também, da fase de desenvolvimento da planta quando submetida
ao estresse (KRAMER; BOYER, 1995). Segundo Nepomuceno et al. (2001) a
maioria das mudancgas ocorridas nas plantas em condicbes de limitagdes na
disponibilidade de agua visa a manutencao do seu crescimento e reproducao.

O desequilibrio do fluxo de agua no sistema solo-planta-atmosfera

desencadeia déficits hidricos e mau funcionamento de inUmeros processos



celulares (TAIZ; ZEIGER, 2013). No processo de déficit hidrico, a planta tem a
sua fisiologia alterada em nivel de movimento estomatico, fotossintese,
respiracao, translocacéo e particdo de fotoassimilados (TAIZ; ZEIGER, 2004); o
que torna o estresse hidrico um dos fatores ambientais mais importantes que
podem regular o crescimento e o desenvolvimento vegetal, limitando a producéo
(JONES; CORLET, 1992).

A resposta ao déficit hidrico se dé através da aclimatagdo como forma de
diminuir o efeito do estresse, porém, quando a deficiéncia hidrica torna-se mais
severa ocorrem danos funcionais e perdas dos 6rgéos da planta (CHAVES et al.,
2003) devido a alteracBes na temperatura, pH, formacao de moléculas reativas de
oxigénio, desnaturacdo de proteinas, degradacdo de clorofilas e membranas
celulares, entre outras (APEL; HIRT, 2004, SOARES; MACHADO, 2007,
ARUNYANARK et al., 2008, TAIZ; ZEIGER, 2013). Desta forma, para evitar a
perda de agua e 0s consequentes danos acarretados pelo déficit hidrico,
mecanismos de respostas (bioquimicos, fisioldgicos e anatdmicos) sdo acionados
pela planta, sendo o controle da condutancia estomatica uma das primeiras
respostas a deficiéncia hidrica realizada pelas plantas.

Os estbmatos sdo estruturas responsaveis pelo processo de trocas
gasosas nas plantas, regulando a entrada de CO; e a saida de H,O e O,. Em
condicBes de déficit hidrico, os estdmatos se fecham devido a perda de turgor nas
células-guarda por saida direta de agua para a atmosfera decorrente da baixa
umidade do ar. Este processo também pode ocorrer devido a saida de solutos
osmoticamente ativos modulada pela acdo do acido abscisico quando as folhas
ou raizes estdo desidratadas (TAIZ; ZEIGER, 2013). O fechamento estomatico
ocorre progressivamente em funcdo da diminuicdo da disponibilidade de agua
para planta (MAGALHAES FILHO et al. , 2008), sendo que o grau da condutancia
estomatica e a velocidade com que os estdmatos se fecham vai depender da
sensibilidade das espécies e gendtipos ao déficit hidrico (ARAUJO et al., 2010).

O fechamento estoméatico ocorre para impedir a perda de agua pela
transpiracdo e para possibilitar que planta conserve seu contetdo de agua em
condicBes de déficit hidrico. Reducdo da densidade e tamanho dos estdmatos
(MELO et al. 2007), verticalizacao foliar, abscisdo foliar, murcha das folhas,

deposicao lipidica foliar, reducdo na producdo de biomassa das folhas também



sdo mecanismos de aclimatacdo apresentados por plantas para a reducao da
transpiracdo em condicdes de estresse hidrico (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O fechamento estoméatico tem efeitos benéficos, pois permite que a planta
mantenha o seu conteludo de agua protegendo-a da desidratacdo, porém,
interrompe processos essenciais para a planta como a entrada de CO,, matéria
prima para o processo fotossintético, e a transpiracdo que € um processo
necessario para o resfriamento da folha, aceleracdo da ascensdo da seiva do
xilema e para aumento da absor¢do de minerais (PIMENTEL, 2004). Como
resultado, plantas em condicbes de estresse hidrico apresentam menor
assimilacdo de carbono (GONCALVES et al., 2010, SAUSEN; ROSA, 2010),
aumento da temperatura foliar e menor captacao de agua e nutrientes pelo xilema
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

Quando os estomatos estdo fechados a absorcdo de CO, é bloqueada
afetando o processo fotossintético ao nivel de carboxilagdo (PINHEIRO;
CHAVES, 2011). A assimilagao de carbono também é afetada por processos néo-
estomaticos oriundos das alteracbes nas atividades enzimaticas, como por
exemplo, a diminuicdo da atividade da RUBISCO (PARRY, et al., 2002). Além da
fase bioquimica da fotossintese, a fase fotoquimica também pode ser afetada ao
nivel do fotossistema Il (GHANNOUM et al., 2003, ARAUJO et al., 2010). Sob
déficit hidrico as membranas das tilacoides e os pigmentos fotossintéticos séo
degradados (LOGGINI et al., 1999, KOKSAL et al., 2010), desestruturando os
fotossistemas e desta forma, as folhas deixam de captar a radiacdo luminosa e
produzir ATP e NADPH que seriam utilizados para a realizacdo do metabolismo
da célula vegetal. Como consequéncia dos fatores citados acima, as folhas
deixam de produzir os fotoassimilados de forma satisfatoria, desestabilizando o
equilibrio fonte\dreno e prejudicando processos como O crescimento e 0
desenvolvimento das plantas.

Dos trabalhos que tratam do efeito do estresse hidrico sobre a assimilacao
de carbono grande parte destes relata a reducdo da taxa de fotossintese liquida
entre as épocas de avaliacdo, em funcdo dos dias de exposi¢cdo ao estresse
hidrico e da diminuicdo da disponibilidade hidrica, dos quais podem ser citados
estudos com variedades de cana de acucar (GONCALVES et al., 2010) gendétipos

de capim elefante (Pennisetum purpureum) (ARAUJO et al., 2010), com a espécie



Ricinus communis (SAUSEN; ROSA, 2010), laranjeira (Citrus sinensis)
(MAGALHAES FILHO et al., 2008), orégano (MARQUES et al., 2009), buriti
(Mauritia vinifera) (CALBO; MORAES, 1997) e em gramineas C4 (GHANNOUM et
al., 2003).

Quando as plantas estdo expostas a deficiéncia hidrica o crescimento além
de ser afetado pela reducdo na assimilacdo de carbono e inibicdo da diviséo
celular, sofre efeito da inibicdo da expanséao celular (OSORIO et al., 1998, TAIZ;
ZEIGER, 2013) devido a diminuicdo da turgescéncia. A pressao de turgor positiva
€ importante para o crescimento das células vegetais, pois permite a distensdo
das paredes celulares (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Em condi¢Bes de déficit hidrico séo observadas alteracdes no crescimento
e desenvolvimento de diversas partes da planta, com limitacdo do tamanho,
numero de folhas e ramos (SILVA, 2011, TAIZ; ZEIGER, 2013) e reducao da
biomassa da parte aérea e raiz (MAGALHAES FILHO et al., 2008).

Apesar de o déficit hidrico promover a reducéo do crescimento de diversos
orgaos vegetais, € possivel observar o crescimento de raizes em direcdo as
zonas do solo mais umidas. Este processo ocorre devido a reducdo da expanséao
foliar que acarreta menor consumo de carbono e energia pela parte aérea, que
por sua vez disponibiliza uma maior proporcdo de fotoassimilados para o
crescimento de raizes (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O potencial hidrico € comumente utilizado como uma medida de status
hidrico de uma planta, pois é ele quem governa o transporte da agua através das
membranas. Para que a planta retire agua do solo é necessario que esta
apresente um potencial hidrico menor que o do solo. Em condi¢cdes de seca o
solo tende a apresentar um potencial hidrico mais baixo que a planta, o que
impede a captacdo de agua pela planta e provoca a perda de agua da mesma
para o solo (TAIZ; ZEIGER, 2013). Porém, algumas plantas quando estdo
expostas ao estresse hidrico desencadeiam varios mecanismos fisiolégicos e
bioquimicos para que esta mantenha seu status hidrico, entre um deles esta o
ajustamento osmotico, processo pelo qual ocorre o acumulo de solutos para
diminuir o potencial osmético e manter o turgor das células em limites adequados
(BRAY, 1997). Os compostos acumulados sdo aminoacidos livres, acgucares

livres, ions inorganicos (potassio, cloreto) e acidos organicos (INGRAM, 1996). A



acumulacdo de solutos ativos no ajuste osmotico permite com que a célula
permaneca targida, protegendo-a na desidratacdo (GUO; OOSTERHUIS, 1997),
pois diminui o potencial hidrico da planta em relacdo ao solo e permite a raiz
captar e impedir a perda de agua.

No processo de ajuste osmético o0s ions acumulados séo
compartimentalizados nos vacuolos para impedir que estes reajam com enzimas
e estruturas subcelulares no citosol, desta forma, compostos organicos chamados
de solutos compativeis, ndo interferem nas funcbes das enzimas, e assim podem
ser acumulados no citosol (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Além do ajuste osmoético, as moléculas organicas tém a capacidade de
proteger as estruturas intracelulares da alteracdo do pH, aumento da temperatura
e contra radicais livres em plantas submetidas a condi¢cdes de deficiéncia hidrica.
Entre elas podem ser citadas o aminoacido prolina, o carboidrato trehalose e as
enzimas superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e guaiacol
peroxidase (NEPOMUCENO et al., 2001, APEL; HIRT, 2004).

A prolina € um dos mais importantes compostos compativeis acumulados
em processo de estresse abidtico. O aumento de prolina em condi¢cdes de
estresse pode ser oriundo do estimulo da sua sintese, diminuicdo da sua
oxidacdo; queda na sua incorporacdo em proteinas; e aumento da proteodlise
(PIMENTEL, 2004). Em plantas estressadas a sintese e o catabolismo deste
aminoacido sado estimulados pelo processo de desidratacdo e reidratacao,
respectivamente. Quando as plantas estdo desidratadas, a enzima P5CS
(Pirrolina-5-carboxilato sintase) que converte glutamato a prolina, € ativada no
cloroplasto, ao mesmo tempo a enzima PDH (prolina desidrogenase) responsavel
pela degradacdo de prolina fica inativa, ocorrendo o aumento do nivel deste
metabdlito na célula. Quando as plantas voltam a ser reidratadas, os niveis de
prolina decaem na célula, devido ativacdo da transcricdo da enzima (PDH) que
converte prolina a glutamato na mitocdndria, e a inativacdo da enzima de sintese
(PS5C) (HARE; CRESS, 1997, PIMENTEL, 2004, VERBRUGGEN; HERMANS,
2008, SZABADOS; SAVOURE, 2009).

Segundo Shevyakova (1984) o acumulo de prolina nas plantas sob
estresse poderia ser decorrente da regulacdo osmoética e protecdo da integridade

celular, onde tal acumulo teria também a funcdo de proteger as células dos



processos de desnaturacdo sob estresse hidrico e salino. A acumulagcdo de
prolina em células de vegetais submetidas a estresse osmotico tem sido sugerida
também, como: estabilizador de estruturas sub-celulares, sequestradora de
radicais livres, depdsito de energia, componente da cascata de sinalizacao
molecular do estresse e constituinte principal de proteinas da parede celular de
plantas (SCHOBERT; TSCHESCHE, 1978, HARE; CRESS, 1997,
VERBRUGGEN,; HERMANS, 2008, SZABADOS; SAVOURE, 2009,
NEPOMUCENQO et al., 2001).

O acumulo de prolina em condi¢cdes de estresse pode contribuir para
regulacdo do pH celular, preservando a atividade de enzimas, e para manter as
propor¢cbes de NADP+/NADPH normais proporcionando o fluxo de elétrons,
evitando a fotoinibicdo e danos ao aparelho fotossintético (HARE; CRESS, 1997).

Quando as condicbes de estresse sdo amenizadas e as plantas voltam a
ser hidratas, a prolina pode exercer uma funcdo importante no processo de
recuperacao do estresse, uma vez que a sua degradacao na mitocondria poderia
prover um grande pool de moléculas redutoras capazes de fornecer energia para
0 processo respiratorio, como também poderia contribuir como fonte de carbono e
nitrogénio necessarios para o restabelecimento das plantas ap0s o estresse
(HARE; CRESS, 1997).

Os carboidratos também tém sido bem evidenciados na literatura por se
acumularem em plantas sob condicbes de estresse hidrico (CARVALHO, 2005),
no entanto, sabe-se que o déficit hidrico em plantas prejudica a fotossintese o que
acarreta menor producéo de carboidratos (MELO et al., 2007). Ao mesmo tempo,
fontes de reserva de carbono s&o mobilizadas e convertidas em carboidratos mais
acessiveis para as atividades celulares. Assim, o amido € convertido a acucares
soluveis (glicose, frutose e sacarose) que exercem funcdes importantes quando
acumuladas em plantas condicionadas ao estresse. De acordo com Rosa et
al.(2009) os acucares soluveis desempenham funcdes distintas no metabolismo
de plantas estressadas. Por exemplo, a sacarose e a glicose podem agir como
osmoprotetores e substrato da respiracdo celular, e a frutose parece estar
envolvida com a producéo de metabdlitos secundarios (ROSA et al., 2009).

O estresse hidrico por afetar processos criticos, como fotossintese,

mobilizac&o de reservas, expanséo foliar e crescimento, consequentemente pode
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levar a alteragdo dos metabdlitos secundarios. O efeito da seca na concentracao
destes metabdlitos vai depender do grau de estresse e da duracdo do estresse,
sendo que um periodo curto de estresse hidrico pode levar a uma producéo
aumentada dos metabdlitos secundérios e quando o periodo é prolongado ocorre
a diminuicdo da producdo (GOBO-NETO; LOPES, 2007).

O aumento da sintese de metabdlitos secundarios tem sido sugerido como
resultado da diminuicdo do CO;interno, diminui¢do da atividade do ciclo de Calvin
e aumento da oferta de agentes redutores (NADPH) para as vias metabdlicas
secundarias de sintese de isoprendides, fendis ou alcaldides (SELMAR,;
KLEINWACHTER, 2013).

Trabalhos relatando a disponibilidade hidrica, como um dos principais
fatores que afetam rendimento e qualidade dos principios ativos, vém estimulando
o0 desenvolvimento de novos estudos relacionados com diferentes tratamentos
hidricos em plantas medicinais, destacando-se estudos relacionando a producao
de Oleos essenciais. Nestes estudos algumas plantas apresentam maior producao
de oOleo em condicbes de maior disponibilidade de agua, enquanto outras
respondem de forma controversa. (SILVA et al., 2002, MARQUES et al., 2009,
LOPES et al., 2011, MEIRA et al., 2013).

Estudos relatando o efeito da disponibilidade de agua na producéo de 6leo
essencial e fisiologia de O. gratissimum e Hyptis fruticosa séo incipientes. Desta
forma o presente estudo do efeito do déficit hidrico nessas espécies de
importancia medicinal, servira como uma fonte de informacéo para novos estudos,
no intuito de melhorar a producao de principios ativos, produtividade e manejo da

agua no cultivo de O. gratissimum e H. fruticosa.
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ALTERACOES FISIOLOGICAS E METABOLICAS EM HYPTIS FRUTICOSA
SALZM. EX. BENTH SOB DIFERENTES REGIMES HIDRICOS

RESUMO

Hyptis fruticosa Salzm. ex. Benth é uma espécie medicinal predominante dos
estados da Bahia e Sergipe, porém pouco se sabe sobre as técnicas de seu
cultivo. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de plantas de
H. fruticosa cultivadas em vasos diante de diferentes niveis de reposicédo de agua
evapotranspirada durante o periodo de 13 dias. O experimento foi realizado em
telado sob delineamento em blocos casualizados com quatro tratamentos (100,
75, 50 e 0% de reposicdo de agua). Durante o periodo experimental foram feitas
trés avaliacbes para determinacdo do teor relativo de agua, potencial hidrico e
teor de pigmentos cloroplastidicos. Ao fim do experimento foi determinada a
massa seca total, area foliar, teor de 6leo essencial e de solutos organicos.
Verificou-se que ndo houve diferencas significativas da massa seca total, area
foliar e teor de Oleo essencial entre os tratamentos. O tratamento 0% de reposicéo
de agua apresentou 0s menores valores de teor relativo de agua, potencial
hidrico, clorofilas e carotendides. O acumulo de aminoéacidos livres, prolina e
proteinas soluveis e carboidratos soluveis ocorreu de acordo com a reducdo da
disponibilidade hidrica indicando ajustamento osmotico. Desta forma a espécie H.
fruticosa mostrou-se tolerante & deficiéncia hidrica de curta duracéo.

Palavras-chave: Estresse hidrico. Ajustamento osmoético. Pigmentos
cloroplastidicos. Oleo essencial.
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METHABOLIC AND PHYSIOLOGIC CHANGES IN HYPTIS FRUTICOSA
SALZM. EX. BENTH UNDER DIFFERENT WATER REGIMES.

ABSTRACT

Hyptis fruticosa Salzm. Ex. Benth is a medicinal specie predominant in Bahia and
Sergipe, but it is known just a few about the cultivation techniques of it. Thus, the
goal of this research was to evaluate the H. fruticosa plants’ behaviors cultivated in
vases with different levels of evapotranspired water reposition during thirteen
days. The experiment was made in greenhouse under randomized complete block
design with four treatments (100, 75, 50 and 0% of water reposition). During this
experimental period were made three evaluations to determine the water relative
content, water potential and chloroplastid pigments content. In the end of the
experiment was determined the total dry mass, leaf area, essential oil content and
organic solute content. It was verified that there were not significant differences of
the total dry mass, leaf area and essential oil content among the treatments. The
water reposition 0% treatment presented the low values of water relative content,
water potential, chlorophylls and carotenoids. The free amino acids’ accumulation,
proline, soluble proteins and soluble carbohydrates occurred according to the
water availability decrease indicating the osmotic adjustment. Thereby the specie
H. fruticosa revealed itself tolerant to water deficiency through little changes in the
chlorophyll pigments content, organic solute accumulation, water potential
decrease, maintenance of water content in leaves and not to present changes in
dry matter.

Key words: Water stress. Osmotic adjustment. Chloroplastid pigments. Essential
oil.
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3. INTRODUCAO

A agua constitui cerca de 80% a 95% da massa dos tecidos vegetais em
crescimento, sendo necessdria para manter 0s processos vitais das plantas. O
excesso ou a falta de agua acarreta injurias e diminuicdo da produtividade das
plantas (TAIZ; ZEIGER, 2004). No processo de estresse por seca o0 conteudo de
agua do solo é reduzido de tal modo que as plantas sofrem com a falta desta
(LARCHER, 1986).

A deficiéncia hidrica provoca reducéo da fotossintese e do crescimento, e
como forma de resposta ao estresse imposto, diversos mecanismos bioquimicos,
fisiologicos e anatbmicos sdo acionados para evitar a perda de agua. Entre e 0s
consequentes danos acarretados pelo déficit hidrico, podem ser citados o
fechamento estomatico, reducédo da area foliar, aumento do crescimento das
raizes e acumulo de solutos compativeis (PIMENTEL, 2004).

A reducédo do potencial hidrico nas plantas tem sido um processo chave de
tolerancia ao estresse, pois dificulta a perda de agua para o solo. Os solutos
organicos séo referidos como os principais responsaveis pela osmorregulacéo de
plantas estressadas, uma vez que estes solutos podem se acumular em grandes
guantidades sem interferir nas atividades enzimaticas (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Funcdes de protecdo de estruturas sub-celulares contra radicais livres, alteracéo
do pH e temperatura tém sido elucidadas como consequéncia do acumulo destes
solutos em plantas submetidas a estresse hidrico (HARE; CRESS, 1997, APEL,
HIRT, 2004, NEPOMUCENO et al., 2001).

A deficiéncia hidrica também pode alterar a producdo e composicado dos
metabolitos secundarios, possivelmente por afetar processos criticos como
fotossintese, mobilizacdo de reservas, expanséao foliar e crescimento, entretanto,
as possiveis alteracdes destes metabodlitos durante o déficit hidrico seréo
dependentes do tempo de exposicdo e grau do estresse, como também da
resposta particular de cada espécie (GOBO-NETO; LOPES, 2007). Em plantas
medicinais tem sido relatada a influéncia da disponibilidade &gua nas
caracteristicas dos Oleos essenciais produzidos, demonstrando que tanto
condicBes hidricas adequadas quanto a deficiéncia hidrica severa sédo capazes de
aumentar a producdo destes metabolitos secundarios em plantas de interesse.
(SILVA et al., 2002, MARQUES et al., 2009, LOPES et al., 2011). A procura de
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plantas produtoras de metabdlitos secundarios associados com a atividade
medicinal é crescente, contudo, apesar dos estudos relacionados com o cultivo
serem realizados, informacdes sobre as exigéncias hidricas deste grupo de
plantas ainda sao incipientes (LOPES et. al, 2011).

Desta forma levando-se em consideracdo que a disponibilidade hidrica
exerce uma grande influéncia nos processos vitais da plantas alterando a sua
producdo, teor e composicdo de metabdlitos secundarios, o presente trabalho
teve como objetivo testar a influéncia de diferentes niveis de reposicdo de agua
evapotranspirada na producdo de biomassa, éarea foliar, pigmentos
cloroplastidicos, teor relativo de agua, potencial hidrico, solutos organicos e teor
de O6leo essencial em mudas de Hyptis fruticosa a fim de caracterizar o
comportamento e tolerancia desta espécie diante das diferentes disponibilidades

hidricas.

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Unidade Experimental Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana, Bahia, Brasil, localizada a 12°16’00"
de latitude sul e 38°58'00" de longitude oeste, apresentando altitude de 234
metros e temperatura média anual de 24°C.

As mudas de Hyptis fruticosa Salzm. ex. Benth foram obtidas através de
estaquia conforme metodologia adaptada de Oliveira et al. (2011)(Figura 1). Para
tanto, em maio de 2012 foram utilizadas quatro matrizes oriundas da Unidade
Experimental Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana, para
a obtencdo das estacas, as quais foram coletadas no periodo da manha, a partir
de ramos apicais. As estacas tiveram suas folhas retiradas, deixando somente as
guatro primeiras folhas superiores e foram transferidas para quatro bandejas de
poliestireno expandido de 200 células preenchidas com substrato comercial

(Plantmax®), em condicfes de telado e pulverizacao intermitente.
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Figura 1. Mudas da espécie Hyptis fruticosa, produzidas por estaquia em maio de
2012.

ApOs o enraizamento, em agosto de 2012, as mudas foram transferidas
para vasos e irrigadas manualmente a cada dois dias e adubadas quinzenalmente
com fertilizante NPK+Micronutrientes (Vitaplam) proporgéo 15-15-20-1,9 %.

O inicio da avaliagédo do efeito do estresse hidrico foi em maio de 2013 e
teve duracdo de 13 dias.

Durante o periodo de experimento, foi quantificado o consumo de agua
para cada planta. Para tanto, trés vasos com plantas foram irrigados até a
saturacao e apos 72 horas foram novamente irrigados com um volume conhecido
de agua, coletando-se a agua percolada. Por diferenca foi determinada a média
da agua evapotranspirada no periodo de 72 horas. Foram estabelecidos niveis
equivalentes a 100, 75, 50 e 0% da agua evapotranspirada, sendo irrigadas
manualmente a cada trés dias. Devido a desuniformidade de crescimento da
espécie H. fruticosa, as plantas foram separadas por tamanho, e o experimento
foi montado em delineamento de blocos casualizados, com 3 blocos com 4
tratamentos contendo 10 vasos com uma planta cada.

Durante o periodo experimental foram feitas trés avaliacdes do teor relativo
de agua foliar, potencial hidrico e teor dos pigmentos cloroplastidicos. A primeira
avaliacao foi feita antes da aplicacdo dos tratamentos e a Ultima avaliacao foi feita
ao fim do experimento.

O teor relativo de agua (TRA) de H. fruticosa foi mensurado as 9 horas da
manha em folhas totalmente expandidas localizadas no terco médio da planta. A
determinacdo do TRA foi feita com base no peso de oito discos foliares (Matéria
Fresca - MF, Targida - MT e Seca - MS), de acordo com a metodologia de
Weatherley (1950), utilizando-se a seguinte formula: TRA= [(MF — MS)/(MT — MS)]
x100.
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O potencial hidrico foi determinado no periodo de ante-manha, por meio de
uma bomba de pressdo (PMS 1000, PMS INSTRUMENT, Corvallis, EUA)
(SCHOLANDER et al., 1965), em ramos coletados do terco médio das plantas.

Para determinacdo do teor dos pigmentos cloroplastidicos (clorofilas e
carotenoides) foram retirados oito discos foliares de area conhecida. Quatro
discos foliares foram imediatamente imersos em 5 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO), em tubos vedados e envoltos em papel aluminio. Os tubos foram
mantidos em temperatura ambiente por um periodo de aproximadamente 48
horas. Apos a extragdo, a absorbancia das amostras foi determinada a 480, 649 e
665 nm em espectrofotometro. Os outros quatro discos foliares foram utilizados
para a pesagem da massa seca em balanca analitica. Apés a coleta de dados
foram feitos os calculos dos teores de clorofilas e carotenoides, expressos em
mg/g de massa seca, 0s quais foram realizados de acordo com as equacdes
propostas por Wellburn (1994) para extratos em DMSO.

No final do experimento (aos 13 dias) foi avaliada a massa seca da planta,
para determinacdo da massa seca total, area foliar, solutos organicos e teor do
oleo essencial de H. fruticosa.

Para a determinacdo da massa seca total as plantas foram coletadas e
colocadas para secar em estufa a 60°C até peso constante. Em seguida foi
pesada a massa seca das folhas, caule e raizes em balanca analitica. A
determinacdo da area foliar foi estimada por meio de regra de trés simples,
relacionando a massa seca e a area de 12 discos foliares com a biomassa seca
total das folhas.

Para as determinacdes de solutos organicos, o extrato bruto foi obtido
macerando-se 0,2 g de tecidos liofilizados de folhas, com 5 mL de tampé&o fosfato
de potassio 0,1 M, pH 7,0, contendo EDTA 0,1 mM. O homogeneizado foi filtrado
em tecido de musselina e centrifugado a 12000 x g por 15 min. O sobrenadante
foi armazenado em ultrafreezer e utilizado para as determinacfes de prolina livre,
aminoacidos livres, proteinas sollveis e carboidratos soluveis.

A determinacao de prolina livre foi feita colorimetricamente a 520 nm, em
uma aliquota de 0,5 mL do extrato, utilizando-se a ninhidrina acida como reagente
especifico e a prolina pura como padrdo (BATES et al., 1973). Os aminoacidos

livres totais foram quantificados colorimetricamente pelo método da ninhidrina
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(570 nm), em uma aliquota de 0,1 mL do extrato, utilizando-se a glicina como
padrdo (YEMM; COCKING, 1955). A quantificacdo de proteinas solUveis totais foi
feita colorimetricamente (595 nm) pelo método de ligagdo ao corante, em uma
aliquota de 0,1 mL do extrato, utilizando-se a albumina de soro bovino pura como
padrdo (BRADFORD, 1976). Os carboidratos sollveis totais foram determinados
colorimetricamente (490 nm) em uma aliquota de 0,1 mL do extrato, pelo método
do fenol-acido sulfarico, utilizando-se a D-glucose como padrdo (DUBOIS et al.,
1956).

Apos secagem das folhas em estufa a 60°C, foi quantificado o teor de 6leos
através da extracdo dos Oleos essenciais em aparelho de destilacdo tipo
Clevenger. O tempo de destilacdo foi de 3 horas. ApGs a destilacdo, o 6leo
juntamente com a agua foi recolhido em um funil de separacgéo, adicionando-se
30mL de diclorometano, por trés vezes, e sulfato de sédio anidro para separacéo
da agua residual. Finalmente, o filtrado foi colocado em rotavapor para evaporar o
diclorometano. O teor do 6leo essencial foi quantificado pela massa de 6leo em
balanca analitica e foi expresso em porcentagem massa/massa (g de 6leo por
100 g de matéria seca).

Os dados obtidos foram submetidos ao teste F da andlise de variancia. As
médias das avaliacdes também foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Para as médias dos niveis de agua foram ajustados modelos de

regresséao polinomial.

5. RESULTADOS

Figura 02. Mudas da espécie Hyptis fruticosa submetidas a diferentes niveis de
agua aos 13 dias de experimento.
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5.1 Teor relativo de 4gua e Potencial hidrico
Os resultados mostram que o teor relativo de agua (Figura 03) e o potencial

hidrico (Figura 04) de Hyptis fruticosa foram influenciados pela disponibilidade

hidrica, somente aos 13 dias.
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Figura 03. Valores médios de teor relativo de agua (TRA) de espécie Hyptis
fruticosa submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua evapotranspirada

aos 0, 5 e 13 dias de experimento.
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Figura 04. Valores médios de potencial hidrico (W) de espécie Hyptis fruticosa
submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua evapotranspirada aos 0, 5 e

13 dias de experimento.
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Foi constatada pequena reducgdo linear do TRA entre os tratamentos, com
reducdo de 17% do TRA entre os tratamentos 100 e 0% de reposi¢cdo de agua
(aos 13 dias). Comparando-se os dias de avaliacdo (0, 5, 13 dias) observa-se que
nos tratamentos 50, 75, 100% de reposi¢cao de agua ocorreu aumento no TRA, ja
para o tratamento 0% de reposi¢cdo de agua ndo foram verificadas diferencas
entre os dias avaliados.

O potencial hidrico apresentou reducdo com a diminuicdo da
disponibilidade de agua, mas ao se comparar os dias de avaliacdo (0, 5, 13 dias),
observa-se que somente no tratamento 0% de reposicdo de dgua houve reducao
do potencial hidrico. As plantas de Hyptis fruticosa submetidas a este tratamento

apresentaram valor médio de potencial hidrico igual a -2,6 MPa.

5.2 Massa seca e Area foliar

Na tabela 01 sé&o apresentados os valores médios de massa seca total (g)
e area foliar (cm?) de Hyptis fruticosa submetida & deficiéncia hidrica. Os
resultados mostram que nenhum dos tratamentos afetou estas variaveis em H.

fruticosa.
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Tabela 01. Valores médios de massa seca total (MST) e area foliar (AF) de
espécie Hyptis fruticosa submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua
evapotranspirada aos 13 dias de experimento.

TRATAMENTOS MST (g) AF (cm?)
0% 3,989 a 26,229 a

50% 4,676 a 31,610 a

75% 4,563 a 31,024 a
100% 3,806 a 26,899 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de F a 5% de probabilidade.

5.3 Pigmentos cloroplastidicos
Os resultados mostram que os tratamentos e os dias de avaliacao,
influenciaram de forma independente o conteido de pigmentos cloroplatidicos.
Com base na média dos dias dentro de cada tratamento, foi possivel
observar que com a reducdo da disponibilidade hidrica, houve discreta reducao

no conteudo de clorofila (Figura 05) e carotendides (Figura 06) entre os

tratamentos.
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Figura 05. Valores médios de teor de clorofila total (mg/g de massa seca) de
espécie Hyptis fruticosa submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua
evapotranspirada independente dos dias avaliados.
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Figura 06. Valores médios de teor de carotenodides (mg/g de massa seca) de
espécie Hyptis fruticosa submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua
evapotranspirada independente dos dias avaliados.

Com base nas médias dos tratamentos dentro de cada dia, o tempo

incrementou o teor de clorofila (Tabela 02), que apresentou-se maior aos 5 e 13
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dias. No entanto, ndo provocou alteracdes significativas no teor de carotendides
(Tabela 03).

Tabela 02. Valores médios do teor de clorofila total (mg/g de massa seca) de
espécie Hyptis fruticosa aos 0, 5 e 13 dias de experimento.

AVALIACAO CLOROFILA
0 dias 3,719 a
5 dias 6,006 b
13 dias 5239b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 03. Valores médios do teor de carotendides (mg/g de massa seca) de
espécie Hyptis fruticosa aos 0, 5 e 13 dias de experimento.

AVALIACAO CAROTENOIDES
0 dias 0,623 a
5 dias 0,896 a
13 dias 0,872 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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5.4 Solutos organicos

Os niveis de reposi¢cdo de agua apresentaram influéncia significativa nos
solutos orgéanicos de espécie Hyptis fruticosa, como pode ser observado nas
figuras 07, 08, 09, e 10..
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Figura 07. Valores médios de proteinas soluveis totais (mg/g de massa seca) de
espécie Hyptis fruticosa submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua
evapotranspirada aos 13 dias de experimento.
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Figura 08. Valores médios de aminoacidos (umol/g de massa seca) de espécie
Hyptis fruticosa submetida a diferentes niveis de reposicdo de &agua
evapotranspirada aos 13 dias de experimento.
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Figura 09. Valores médios de prolina (umol/g de massa seca) de espécie Hyptis
fruticosa submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua evapotranspirada
aos 13 dias de experimento.
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Figura 10. Valores médios de carboidratos soluveis totais (umol/g ms) de espécie
Hyptis fruticosa submetida a diferentes niveis de reposicdo de &agua
evapotranspirada aos 13 dias de experimento.

Em H. fruticosa, a disponibilidade hidrica influenciou significativamente o

teor de proteinas soluveis (Figura 05), aminoacidos (Figura 06), prolina (Figura

07) e carboidratos soluveis (Figura 08). Todos os solutos organicos apresentaram
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acréscimos com a diminuicdo dos niveis hidricos. Verifica-se que 0s maiores
incrementos de prolina (2.692,5%), carboidratos (119,8%) e aminoé&cidos (43,1%)
ocorreram em plantas do tratamento 0% de reposicdo de agua, no entanto, o
maior incremento no teor de proteinas (41,7%) ocorreu no tratamento 50% de

reposicao de agua.

5.5 Teor de 6leo essencial
A deficiéncia hidrica ndo afetou a producdo de Oleo essencial em H.
fruticosa (Tabela 04).

Tabela 04. Valores médios de teor de Oleo essencial (%) de espécie Hyptis
fruticosa submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua evapotranspirada
aos 13 dias de experimento.

TRATAMENTOS TEOR DE OLEO (%)
0% 0,443 a
50% 0,403 a
75% 0,413 a
100% 0,332a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de F a 5% de probabilidade.

6. DISCUSSAO

A duracéo do estresse hidrico foi limitada a 13 dias para evitar a morte das
plantas do tratamento 0% de reposi¢cdo que ja apresentavam-se em estagio de

senescéncia.
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6.1 Teor relativo de dgua e Potencial hidrico

A capacidade para suportar mudancas de hidratacdo varia muito entre as
espécies. Nas plantas vasculares o conteldo de 4gua muda muito em curtos
periodos de tempo (espécies hidroldbeis), em outras a variagdo é pequena devido
a reservas internas, sistemas radiculares profundos, e forte controle de
transpiracdo (espécies hidroestaveis) (TERRADAS, 2001).

Apesar da deficiéncia hidrica ter provocado pequenas variacdes no TRA
entre os tratamentos, esta ndo reduziu o grau de hidratagéo das folhas de Hyptis
fruticosa em nenhum dos tratamentos de déficit hidrico. Mas de forma diferente, a
grande reducéo do potencial hidrico em plantas do tratamento 0% de reposi¢ao
de agua apresentou-se como mecanismo de resposta ao estresse hidrico. A
reducdo do potencial hidrico associada a um possivel controle estomatico pode
ter contribuido para reduzir a perda de agua e manter o status hidrico da espécie
H. fruticosa em condi¢des severas de deficiéncia hidrica. De acordo com Fioreze
et al. (2011), a manutencdo do TRA deve ser considerada como caracteristica de
interesse no desenvolvimento de materiais adaptados a condi¢cdes de restricdo
hidrica.

Assim como em H. fruticosa, plantas de Erythrina velutina submetidas a
100, 75, 50 e 25% da capacidade de campo nao apresentaram alteracdes no TRA
e potencial hidrico antemanha dentro dos tratamentos (SILVA et al., 2010).
Resultados semelhantes também foram observados em genoétipos de caupi
(Vigna unguiculata) cultivados em campo quando submetidas a 100, 82, 44 e 0%
da necessidade de irrigacdo da cultura (ETm) (PIMENTEL et al., 2002). Porém,
em cultivares de cana-de-acucar submetidas a deficiéncia hidrica, a capacidade
de manter o grau de hidratacdo ocorria até aos 8 dias de experimento e, apos
este periodo, apresentavam grandes reducdes do TRA (GRACA et al., 2010).

De acordo com Fioreze et al. (2011), o gendtipo de soja CD 217 mostrou-
se mais sensivel ao dessecamento por apresentar maior reducdo do TRA durante
o déficit hidrico e menor valor de TRA apds a reidratacdo. Os autores sugeriram
gue possivelmente o menor controle estomatico das perdas de agua em resposta

a deficiéncia hidrica nesse genotipo, estaria associada com esse comportamento.
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As plantas de Hyptis fruticosa submetidas ao tratamento 0% de reposicéo
apresentaram potencial hidrico (-2,56 MPa) bastante semelhantes ao da espécie
arbérea mogno africano (Khaya ivorensis) submetida a total deficiéncia hidrica (-
2,66 MPa) por 14 dias. Porém, nesta espécie lenhosa os baixos valores de
potencial hidrico vieram acompanhados de reducdo do TRA (32%), o que
acarretou grandes reducdes nas taxas de assimilacédo liquida de carbono (90%),
condutancia estomatica (95%) e na razdo entre concentracdo intercelular e
ambiental de CO, (37%) (ALBUQUERQUE et al., 2013). Em comparagao com a
espécie mogno africano, Hyptis fruticosa apresentou-se mais tolerante a
deficiéncia hidrica através da maior capacidade de manutencdo do contetdo de
agua, 0 que estd associada também, com uma provavel maior preservacédo das

taxas fotossintéticas nesta espécie.

6.2 Massa seca e Area foliar

O estresse hidrico € um dos fatores ambientais que afetam a produtividade
da agricultura causando consideraveis reducdes no crescimento, biomassa e area
foliar de plantas medicinais e aromaticas (SILVA et al., 2002, SHARAFZADEH;
ZARE, 2011). Durante o estresse hidrico a producdo de biomassa pode ser
afetada devido a reducédo e/ou inibicdo da fotossintese que deixa produzir os
fotoassimiladas necessarios para o crescimento da planta (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A massa seca total e area foliar de Hyptis fruticosa, no entanto, néo
apresentaram reducdes significativas em funcdo da diminuicdo da disponibilidade
de 4gua, o que possivelmente pode estar relacionado com o tempo de imposicéo
da deficiéncia hidrica. O trabalho de Carvalho et al. (2012) corrobora esta idéia,
pois em um periodo de imposicdo da deficiéncia hidrica maior (60 dias), foi
observado comportamento distinto em espécie do mesmo género. De acordo com
0s autores, Hyptis pectinata quando submetida ao tratamento 25% da capacidade
de campo apresentava reducao da altura (18,3%) e da producdo de massa seca
da parte aérea (51,4%) aos 60 dias de regime hidrico.

E possivel observar na literatura que tanto o estresse hidrico de longa
duracdo quanto o de curta duracdo tem a capacidade de promover a reducao do

acumulo de biomassa em plantas medicinais.
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Em trabalho de Silva et al. (2002) foi verificado que a deficiéncia hidrica
severa diminuia o crescimento, a producdo de biomassa fresca e seca de
Melaleuca aternifolia aos 106 dias de experimento. Porém apesar da
disponibilidade de agua ter afetado a producdo de biomassa, estes autores néo
verificaram reducdo da &rea foliar nesta espécie.

Carvalho et al. (2003) estudando efeito da disponibilidade hidrica observou
gque no tratamento 50% da capacidade de campo, a espécie artemisia
(Tanacetum parthenium) apresentava 0os menores valores de altura e acimulo de
massa fresca aos120 dias de experimento.

Marchese et al. (2010) observaram que a producdo de biomassa de
Artemisia annua, nao era afetada até 38 horas de imposicao da deficiéncia hidrica
total, entretanto, ap0s 62 horas ja era possivel observar reducdo da biomassa

nesta espeécie.

6.3 Pigmentos cloroplastidicos

Os pigmentos de plantas estédo integralmente relacionados com as fungdes
fisioloégicas de folhas, desempenhando papéis importantes no crescimento das
plantas, através da captacéo e transmissdo da energia luminosa para a producéo
de fotoassimilados (ARUNYANARK et al. 2008). Segundo Loggini et al. (1999), a
falta de mudancas no conteudo e composicdo de pigmentos sob condi¢cdes de
seca indica a capacidade de conservacdo do aparelho fotossintético.

A disponibilidade hidrica pouco influenciou a producdo de pigmentos
cloroplastidicos em H. fruticosa, demonstrando comportamento tolerante ao déficit
hidrico através da manutencdo do conteludo destes pigmentos. Similarmente, na
espécie Hyptis pectinata durante a imposicdo do déficit hidrico, o conteddo de
clorofilas era mantido em niveis elevados por um grande periodo de tempo (45
dias) dentro dos tratamentos 75, 50 e 25% da capacidade de campo. Entretanto,
aos 60 dias de estresse hidrico os tratamentos, tiveram o teor de clorofila total
reduzido (CARVALHO et al., 2012).

Diferente ao observado em H. fruticosa, em estudo de Carvalho e et al.
(2003) com a espécie Tanacetum parthenium (artemisia) foi verificado que o
tempo (120 dias) promovia a reducdo no teor relativo de clorofila dentro dos

tratamentos, 100, 90, 70 e 50%, o que indicaria tendéncia a senescéncia. No



35

entanto, na deficiéncia hidrica mais severa (50%) o teor relativo de clorofilas era
superior.

Espécies sensiveis ao estresse hidrico apresentam a reducao no conteudo
de pigmentos cloroplastidicos, sendo que esta reducdo pode esta relacionada
com a danificacdo da cadeia transportadora de elétrons (LOGGINI et al., 1999).

Durante o estresse hidrico a degradacdo de pigmentos ocorre devido a
formacado de espécie reativas de oxigénio. Plantas tolerantes tém a capacidade de
produzir moléculas antioxidantes evitando a degradacéo de proteinas, pigmentos
e membranas celulares. A sintese de prolina, glutationa, ascorbato, a-tocoferol,
flavonoides e carotendides e das enzimas antioxidantes peroxidases, superoxido
dismutase e catalases tém sido relatada como responsével por evitar ou atenuar
os danos oxidativos (EGERT; TEVINE, 2002).

6.4 Solutos organicos

Os solutos organicos em H. fruticosa foram altamente acumulados com a
deficiéncia hidrica. Acredita-se que a acumulacdo de osmolitos no citoplasma
reduz o potencial de agua celular a baixo do potencial hidrico do solo, permitindo
gue a agua entre na célula (HARE; CRESS, 1997). Desta forma, o ajustamento
osmotico permite o aumento da capacidade das espécies tolerarem periodos
curtos de seca (NEPOMUCENO et al., 2001). No tratamento 0% de reposicao de
agua o acumulo de solutos organicos ocorreu em maior magnitude. Isto foi
acompanhado de potencial hidrico baixo (-2,56 MPa) caracteristicos de plantas
sob estresse moderado. Somente neste tratamento foi possivel observar o
ajustamento osmoético possivelmente acarretado pelo maior acumulo de solutos
organicos, pois os demais tratamentos nao tiveram alteracfes significativas do
potencial hidrico.

O aumento de solutos organicos em condi¢cdes de deficiéncia tem sido
detectado em inimeras espécies, como por exemplo, em Paspalum paniculatum
(MELO et al.,, 2007), Holcus lanatus (PEDROL et al., 2000), Schizolobium
amazonicum, Schizolobium parahyba (CARVALHO et al., 2005), genétipo 55437 e
BR1 de amendoim (PEREIRA et al., 2012).

O estresse hidrico pode acarretar a reducédo da fotossintese restringindo o

fornecimento de agucares solGveis para o metabolismo da planta. Entretanto
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como forma de manter os processos celulares, fontes de reservas de carbono
(amido) podem ser convertidas acucares sollUveis para suprir as necessidades
energéticas das plantas e para promover o ajuste osmético (ROSA et al., 2009).

Segundo Melo et al. (2007), o acumulo de carboidratos sollveis totais
associado com o aumento de amido, indicaria que o aumento de carboidratos
sollveis ndo ocorre a partir da interconvencgéo do amido e sim provavelmente pela
paralisacdo do crescimento ou redistribuicio de reservas associadas a
manutencdo da efetividade da fotossintese durante a deficiéncia hidrica. No
entanto, em situacdes de reducédo brusca da fotossintese, a reducdo de acucares
sollveis estaria associada ao consumo destes metabdlitos para a manutencao da
sobrevivéncia durante o estresse hidrico.

Em condicdes de estresse osmoético o acumulo dos aminoéacidos valina,
tirosina, serina, fenilalanina, glicina, glutamina e glutamico tem sido sugerido
como resultado do catabolismo de proteinas e/ou re-alocacdo do nitrogénio
causado pela a inibicdo do crescimento (KEMPA et al., 2008). Porém, como
houve aumento de proteinas e ndo houve reducédo significativa do acumulo de
massa seca, a concentracdo de aminoacidos em folhas de H. fruticosa esta mais
relacionada com a ““sintese de novo " destes metabdlitos que do catabolismo de

proteina e/ou re-alocacdo do nitrogénio causado pela a inibicdo do crescimento.

6.5 Teor de 6leo essencial

A disponibilidade hidrica tem a capacidade de alterar a producdo de
metabolitos secundarios devido a alteracbes da fotossintese, mobilizacdo de
reservas, crescimento e expansao foliar (GOBO-NETO; LOPES et al., 2007).
Durante o periodo de aplicacdo dos tratamentos o teor de 6leo ndo foi afetado
estatisticamente pela deficiéncia hidrica. Talvez o tempo de imposicdo do déficit
hidrico ndo tenha sido o suficiente para diferenciar os tratamentos hidricos, uma
vez que o efeito da falta de agua sobre a producdo de metabdlitos secundarios
estd relacionado com o grau e duracdo do estresse hidrico (GOBO-NETO;
LOPES, 2007).

Marchese et al. (2010) estudando o efeito de 14, 38, 62 e 86 horas de

suspensao da irrigacdo em Artemisia annua (asteraceae) verificou que aumento
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do tempo de imposicdo da deficiéncia hidrica promovia o0 aumento do conteddo
foliar de artemisinina.

Diversas espécies da familia lamiaceae apresentam aumento significativo
da producao de 6leo essencial em condi¢cfes de deficiéncia hidrica. Este efeito
pode ser observado na producéo de 6leo essencial de Melissa officinalis (MEIRA
et al., 2013), Ocimum basilicum, (KHALID, 2006, EKREN, et al. 2012) e Ocimum
americanum (KHALID, 2006). Carneiro et al. (2010) investigando o efeito da
pluviosidade em espécie da mesma familia detectaram que os meses de menor
precipitacdo ocorriam a maior producdo de Oleo essencial em Plectranthus
amboinicus.

O aumento da sintese de isoprendides, fendis ou alcal6ides durante o
estresse hidrico tém sido sugeridos devido a maior oferta de agentes redutores
(NADPH) para as vias metabolicas secundarias, acarretada pela diminuicdo da
atividade do ciclo de Calvin (SELMAR; KLEINWACHTER, 2013). Por outro lado,
segundo Hare e Cress (1997) o aumento da proporcdo NADP/NADPH acarretada
pela sintese da prolina poderia aumentar a atividade da via das pentoses, o que
disponibilizaria maior quantidade de precursores para a producdo de metabdlitos

secundarios durante o estresse.

7. CONCLUSOES

Durante o periodo experimental a espécie H. fruticosa mostrou-se tolerante
a deficiéncia hidrica de curto prazo.
O estresse hidrico de curto prazo nédo afetou a producédo de 6leo essencial

de H. fruticosa.
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ALTERACOES FISIOLOGICAS E METABOLICAS EM OCIMUM GRATISSIMUM
L. SOB DIFERENTES REGIMES HIDRICOS

RESUMO

Ocimum gratissimum Lindl. € uma espécie de grande importancia farmacologica,
porém, tem sido objeto de poucos estudos fisiologicos. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o comportamento de plantas de O. gratissimum cultivadas em
vasos e submetidas a diferentes niveis de reposicdo de agua evapotranspirada
durante o periodo de nove dias. O experimento foi realizado em telado sob
delineamento em blocos casualizados com quatro tratamentos (100, 75, 50 e 0%
de reposicdo de agua). Foram feitas trés avaliacdes para determinagédo do teor
relativo de &gua, potencial hidrico, trocas gasosas e teor de pigmentos
cloroplastidicos. Ao fim do experimento foi determinada a massa seca total, area
foliar, teor de Oleo essencial e solutos organicos. Verificou-se que nao houve
diferencas significativas da massa seca total e area foliar entre os tratamentos. O
tratamento 0% de reposicdo de agua apresentou 0os menores valores de teor
relativo de agua, potencial hidrico, clorofilas e carotendides. Houve reducéo da
assimilagdo liquida de carbono, conduténcia estomatica e transpiragdo com o
aumento do déficit hidrico e aumento da concentracéo interna de CO,. O acumulo
de aminoéacidos livres, prolina, proteinas soluveis e carboidratos soluveis
ocorreram de acordo com o aumento do déficit hidrico. O teor de Oleo essencial
aumentou com o incremento da disponibilidade hidrica. O. gratissimum mostrou-
se sensivel a deficiéncia hidrica através da grande reducéo do contetdo de agua
das folhas e assimilacdo de carbono, no entanto, desenvolveu mecanismos de
tolerancia ao estresse hidrico por apresentar reducdo da transpiracdo, acumulo
de solutos organicos, grande reducao do potencial hidrico e por ndo apresentar
alteracoes da massa seca.

Palavras-chave: Estresse hidrico. Trocas gasosas. Pigmentos cloroplastidicos.
Ajustamento osmatico. Oleo essencial.
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METHABOLIC AND PHYSIOLOGIC CHANGES IN OCIMUM GRATISSIMUM L.
UNDER DIFFERENT WATER REGIMES

ABSTRACT

Ocimum gratissimum Lindl. is a specie with a great pharmacologic importance,
but, it has been goal of a few physiologic studies. Thereby, the goal of this
research was to evaluate the behavior of the O. gratissimum plants cultivated in
vases submitted in different evapotranspired water reposition during nine days.
The experiment was made in greenhouse under randomized complete block
design with four treatments (100, 75, 50 and 0% of water reposition). Three
evaluations were made to determine the water relative content, water potential,
gas exchanges and chloroplastid pigments content. In the end of the experiment
was determine the total dry mass, leaf area, essential oil content and organic
solute. It was verified that there were not significant difference in total dry mass
and leaf area among the treatments. The water reposition 0% treatment presented
the low values of water relative content, water potential, chlorophylls and
carotenoids. There were a decrease of the net assimilation of carbon, stomatal
conductance and transpiration with the water deficit increase and the CO2 inside
concentration increase. The free amino acids’ concentration, proline, soluble
proteins and soluble carbohydrates occurred according to the water deficit
increase. The essential oil content increased with the water availability increment.
O. gratissimum revealed itself sensitive and the water deficiency through the great
decrease in the leaf water content and assimilation of carbon, however, it
developed tolerance mechanisms to the water stress because it presents the
transpirations decrease, organic solute accumulation, a great decrease of the
water potential and not to presents dry mass changes.

Key words: Water stress. Gas exchanges. Chloroplastid pigments. Osmotic
adjustment. Essential oil.
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3. INTRODUCAO

Ocimum gratissimum L. € uma planta produtora de 6leo essencial de
grande potencial terapéutico. Seu 6leo essencial rico em eugenol tem sido
descrito por apresentar atividade antibacteriana (NAKAMURA et al. 1999) e
antifngica (LEMOS et al. 2005). Em plantas medicinais, 0 manejo da 4gua tem
sido uma das principais ferramentas para melhorar a produtividade e acumulo de
metabdlitos secundarios, pois a disponibilidade hidrica est4 intrinsecamente
relacionada com a regulacdo destes processos (MARCHESE et al.,, 2010). O
déficit hidrico é capaz de aumentar a producdo de Oleo essencial (SELMAR;
KLEINWACHTER, 2013), porém, a producdo de biomassa pode ser afetada
devido a mecanismos de aclimatacéo para a conservagcao do conteudo de agua
na planta durante a deficiéncia hidrica (CARVALHO et al. 2012).

Para evitar a perda de agua pela transpiracdo as plantas diminuem a
condutancia estomatica, o que reduz a disponibilidade de CO; intracelular,
afetando a fotossintese e, consequentemente, a acumulacdo de biomassa
(PINHEIRO; CHAVES, 2011). Além do fechamento estomatico, outros
mecanismos de aclimatacdo sdo acionados para possibilitar que planta conserve
seu conteudo de agua, dentre os quais: verticalizacdo foliar, abscisao foliar,
murcha das folhas, deposicéo lipidica foliar, redu¢do na producdo de biomassa
das folhas, crescimento das raizes e reducédo do potencial hidrico pelo acamulo
de solutos organicos (TAIZ; ZEIGER, 2013).ST Segundo Larcher (1986) a
sobrevivéncia da planta esta intimamente relacionada com a capacidade de
prevencdo da dessecacdo e com a capacidade de tolerar a dessecacdo sem
danificar o protoplasma. Porém, em plantas pouco tolerantes o contetdo de agua
€ bastante reduzido ocorrendo danos funcionais através de alteracbes na
temperatura e pH, formacdo de moléculas reativas de oxigénio, desnaturacdo de
proteinas, degradacdo de clorofilas e rompimento de membranas celulares
(APEL; HIRT, 2004, SOARES; MACHADO, 2007, ARUNYANARK et al., 2008,
TAIZ; ZEIGER, 2013).

Deste modo, devido a disponibilidade hidrica exercer uma forte influéncia
Nnos processos vitais da plantas alterando a sua produtividade, teor e composicao

de metabdlitos secundarios, o presente trabalho teve como objetivo testar a
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influéncia de diferentes niveis de reposicdo de agua evapotranspirada no teor
relativo de agua, potencial hidrico, trocas gasosas, producdo de biomassa, area
foliar, pigmentos cloroplastidicos, solutos organicos e teor de 6leo essencial em
mudas de O. gratissimum L., a fim de caracterizar o comportamento e tolerancia

desta espécie diante das diferentes disponibilidades hidricas.

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Unidade Experimental Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana, Bahia, Brasil, localizada a 12°16’00"
de latitude sul e 38°58'00" de longitude oeste, apresentando altitude de 234
metros e temperatura média anual de 24°C.

As mudas de Ocimum gratissimum L. foram produzidas em Janeiro de
2013, a partir de 2.400 sementes semeadas em 4 bandejas de poliestireno
expandido (200 células) preenchidas com substrato comercial (Plantmax®) em

condicles de telado (Figura 11).

Figura 11. Mudas da espécie Ocimum gratissimum L. produzidas por meio de

sementes.

Apoés 10 dias da semeadura foi realizado o desbaste, mantendo a planta
mais vigorosa, bem como a retirada de possiveis plantas competidoras. Apoés 20
dias da semeadura, quando as plantas alcancaram em torno de 10 cm de altura,
as mudas de O. gratissimum foram transferidas para vasos plasticos, com
capacidade para cinco litros, preenchidos com terra vegetal e mantidos em
condicbes de telado. Apdés o transplantio foi aplicada uma Gnica adubacéo
composta de substrato organico e esterco bovino (1:1). Durante o periodo de

cultivo as mudas de O. gratissimum foram irrigadas diariamente.
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O inicio da avaliagdo do efeito do estresse hidrico foi em maio de 2013 e
teve duracdo de nove dias. Durante o periodo de experimento, foi quantificado o
consumo de agua para cada planta. Para tanto, trés vasos com plantas foram
irrigados até a saturacdo e apds 72 horas foram novamente irrigados com um
volume conhecido de &gua, coletando-se a agua percolada. Por diferenca foi
determinada a média da agua evapotranspirada no periodo de 72 horas. Foram
estabelecidos niveis equivalentes a 100, 75, 50 e 0% da agua evapotranspirada,
0s quais foram repostos a cada trés dias. O experimento foi montado em
delineamento em blocos casualizados, com 3 blocos com 4 tratamentos contendo
10 vasos com uma planta cada.

Durante o periodo experimental foram feitas trés avaliagdes do teor relativo
de &gua foliar, potencial hidrico, trocas gasosas e teor dos pigmentos
cloroplastidicos. A primeira avaliacao foi feita antes da aplicacdo dos tratamentos
e a ultima avaliacao foi feita ao fim do experimento.

O teor relativo de agua (TRA) foi mensurado as 9 horas da manha em
folnas totalmente expandidas localizadas no terco médio da planta. A
determinacdo do TRA foi feita com base no peso de oito discos foliares (Matéria
Fresca - MF, Targida - MT e Seca - MS), de acordo com a metodologia de
Weatherley (1950), utilizando-se a seguinte formula: TRA= [(MF — MS)/(MT — MS)]
x100.

O potencial hidrico foliar das mudas de Ocimum gratissimum foi
determinado no periodo de ante-manha, por meio de uma bomba de pressao
(PMS 1000, PMS INSTRUMENT, Corvallis, EUA) (SCHOLANDER et al., 1965),
em folhas totalmente expandidas coletados do ter¢co médio das plantas.

A avaliacdo das trocas gasosas foi feita entre 8:00 e 9: 30 da manha por
meio de um analisador de gas a infravermelho, IRGA (ADC, modelo LCi,
Hoddesdon, UK) com fonte de luz acoplada de 1.400 mmol m?s™. As taxas de
assimilacdo liquida de carbono (A, pmol CO, m? s, condutancia estomatica (gs,
mol H,O m? s, transpiracéo (E, mmol m? s™?) e a concentracdo interna de CO,
no mesofilo (Ci, pmol CO, mol™?) foram mensuradas sob concentracdo de CO,,
temperatura e vapor de H,O do ambiente do local de estudo.

Para determinacdo do teor dos pigmentos cloroplastidicos (clorofilas e

carotendides) foram retirados oito discos foliares de area conhecida. Quatro
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discos foliares foram imediatamente imersos em 5 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO), em tubos vedados e envoltos em papel aluminio. Os tubos foram
mantidos em temperatura ambiente por um periodo de aproximadamente 48
horas. Apos a extragdo, a absorbancia das amostras foi determinada & 480, 649 e
665 nm em espectrofotometro. Os outros quatro discos foliares foram utilizados
para a pesagem da massa seca em balanca analitica. Apds a coleta de dados
foram feitos os célculos dos teores de clorofilas e carotendides, expressos em
mg/g de massa seca, 0s quais foram realizados de acordo com as equacgdes
propostas por Wellburn (1994) para extratos em DMSO.

No final do experimento (aos nove dias) foi avaliada a massa seca das
plantas, para determinagdo da massa seca total, area foliar, e os teores de
solutos organicos e oleo essencial de O. gratissimum.

Para a determinacdo da massa seca total as plantas foram coletadas e
colocadas para secar em estufa a 60°C até peso constante. Em seguida foi
pesada a massa seca das folhas, caule e raizes em balangca analitica. A
determinacdo da area foliar foi estimada por meio de regra de trés simples,
relacionando a massa seca e a area de 12 discos foliares com a biomassa seca
total das folhas.

Para as determinacdes de solutos organicos, o extrato bruto foi obtido
macerando-se 0,2 g de folhas liofilizadas, com 6 mL de tampao fosfato de
potassio 0,1 M, pH 7,0, contendo EDTA 0,1 mM. O homogeneizado foi filtrado em
tecido de musselina e centrifugado a 12000 x g por 15 min. O sobrenadante foi
armazenado em ultra freezer e utilizado para as determinacdes de prolina livre,
aminoacidos livres, proteinas sollveis e carboidratos soluveis.

A determinacao de prolina livre foi feita colorimetricamente a 520 nm, em
uma aliquota de 0,5 mL do extrato, utilizando-se a ninhidrina como reagente
especifico e a prolina pura como padrdo (BATES et al., 1973). Os aminoacidos
livres totais foram quantificados colorimetricamente pelo método da ninhidrina
(570 nm), em uma aliquota de 0,1 mL do extrato, utilizando-se a glicina como
padrdao (YEMM; COCKING, 1955). A quantificacdo de proteinas sollveis totais foi
feita colorimetricamente (595 nm) pelo método de ligacdo ao corante, em uma
aliquota de 0,1 mL do extrato, utilizando-se a albumina de soro bovino pura como

padrdo (BRADFORD, 1976). Os carboidratos sollveis totais foram determinados
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colorimetricamente (490 nm) em uma aliquota de 0,1 mL do extrato, pelo método
do fenol-acido sulfurico, utilizando-se a D-glucose como padrdo (DUBOIS et al.,
1956).

Apébs secagem das folhas em estufa a 60°C, foi quantificado o teor de 6leos
através da extracdo dos Oleos essenciais em aparelho de destilacdo tipo
Clevenger. O tempo de destilacdo foi de 3 horas. Apos a destilacdo, o Oleo
juntamente com a agua foi recolhido em um funil de separagéo, adicionando-se
30mL de diclorometano, por trés vezes, e sulfato de sédio anidro para separagao
da agua residual. Finalmente, o filtrado foi colocado em rotavapor para evaporar o
diclorometano. O teor do 6leo essencial foi quantificado pela massa de 6leo em
balanca analitica e foi expresso em porcentagem massa/massa (g de 6leo por
100 g de matéria seca).

Os dados obtidos foram submetidos ao teste F da analise de variancia. As
médias das avaliacbes também foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Para as médias dos niveis de agua foram ajustados modelos de

regresséao polinomial.

5. RESULTADOS

Figura 12. Mudas da espécie Ocimum gratissimum L. submetidas a diferentes
niveis de agua aos 9 dias de experimento.

5.1 Teor relativo de dgua e Potencial hidrico

Os resultados mostraram que a deficiéncia hidrica provocou reducéo linear
do teor relativo de agua (Figura 13) de Ocimum gratissimum logo aos 5 dias de
experimento. Foi observado aos 9 dias, reducdo do TRA em cerca de 53% entre

os tratamentos 0% e 100% de reposicéo de agua.
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Para o potencial hidrico observou-se que entre 0 e 5 dias ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos, e que aos 9 dias ocorreu uma
reducdo linear, sendo que o tratamento 0% de reposicao de agua apresentou

menor valor médio de -3,7 MPa (Figura 14)
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Figura 13. Valores médios de teor relativo de agua (TRA) de espécie Ocimum
gratissimum L. submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua
evapotranspirada aos 0, 5 e 9 dias de experimento.
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Figura 14. Valores médios de potencial hidrico (W) de espécie Ocimum
gratissimum L. submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua
evapotranspirada aos 0, 5 e 9 dias de experimento.
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5.2 Massa seca e Area foliar

Na figura 3, sdo apresentados os valores médios de massa seca total (g) e
area foliar (cm? das plantas de O. gratissimum submetida & deficiéncia hidrica.
Os resultados mostram que nenhum dos tratamentos afetou estas variaveis em O.

gratissimum.

Tabela 05. Valores médios de massa seca total (MST) e area foliar (cm?) de
espécie Ocimum gratissimum L. submetida a diferentes niveis de reposicdo de
agua evapotranspirada aos 9 dias de experimento.

TRATAMENTOS MST (g) AF (cm?)
0% 16,904 a 1269 a

50% 17,904 a 1770 a

75% 20,383 a 185,4 a

100% 18,090 a 1755 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de F a 5% de probabilidade.

5.3 Trocas gasosas

A disponibilidade de agua e o tempo apresentaram influéncia significativa
na assimilacdo liquida de carbono (Figura 15), condutancia estomatica (Figura
16), transpiracdo (Figura 17) e concentracdo interna de CO, (Figura 18) de

Ocimum gratissimum.
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Figura 15. Assimilacdo liquida de carbono (umol CO, m? s™) de espécie Ocimum

gratissimum L. submetida a diferentes niveis de
evapotranspirada aos 0, 5 e 9 dias de experimento.
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Figura 16. Condutancia estomatica (mol H,O m? s™') de espécie Ocimum

gratissimum L. submetida a diferentes niveis de
evapotranspirada aos 0, 5 e 9 dias de experimento.
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Figura 17. Transpiragdo (E) de espécie Ocimum gratissimum L. submetida a
diferentes niveis de reposicdo de agua evapotranspirada aos 0, 5 e 9 dias de
experimento.
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Figura 18. Concentracao interna de CO; (Ci) de espécie Ocimum gratissimum L.
submetida a diferentes niveis reposicdo de agua evapotranspirada aos 0, 5e 9
dias de experimento.

A assimilacdo liquida de carbono (A), condutancia estomatica (Gs),
transpiracdo (E) apresentaram comportamento polinomial positivo a medida do
aumento na disponibilidade hidrica aos 5 e 9 dias de experimento, porém,
comportamento distinto foi detectado para a concentracdo interna de CO,, que

apresentou correlacdo negativa aos nove dias. Dentre as variaveis relacionadas
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com as trocas gasosas, a assimilacao liquida de carbono foi a mais afetada pelo
déficit hidrico, alcangando uma reducédo média de 97%.

Aos 5 dias plantas expostas ao tratamento 50 e 0% de reposicdo de agua,
apresentaram decréscimos da condutédncia estoméatica, transpiracdo e
assimilacdo liquida de carbono em relacao ao tratamento 100% de reposicéo de
agua evapotranspirada. Aos 9 dias o tratamento 75% também apresentou
reducdes destas variaveis em relacdo ao tratamento 100% de reposi¢cao de agua
evapotranspirada. Acréscimo da concentracdo interna de CO; somente ocorreu
dentro do tratamento 0% de reposicdo de agua. Sendo observado que neste

tratamento as variaveis de trocas gasosas foram mais afetadas.

5.4 Pigmentos cloroplastidicos
Foi possivel observar que os niveis de reposicdo de agua e o tempo
apresentaram influéncia significativa no conteudo de clorofilas (Figura 19) e

carotendides (Figura 20) de Ocimum gratissimum somente aos 9 dias.
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Figura 19. Valores médios de teor de clorofila total (mg/g de massa seca) de
espécie Ocimum gratissimum L. submetida a diferentes niveis de reposicdo de
agua evapotranspirada aos 0, 5 e 9 dias de experimento.
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Figura 20. Valores médios de teor de carotenoides (mg/g de massa seca) de
espécie Ocimum gratissimum L. submetida a diferentes niveis de reposicédo de
agua evapotranspirada aos 0, 5 e 9 dias de experimento.

O conteudo destes pigmentos entre os tratamentos tendeu a decrescer de
acordo a diminuicdo dos niveis hidricos. Houve reducdo de 39,4% de
carotendides e 53% de clorofila em relacdo aos tratamentos com 100% e 0% de
reposicdo de agua. No entanto, levando-se em consideracdo os dias avaliados,
nao houve diminuicdo do conteudo de clorofila dentro dos tratamentos com 100%,
75%, 50% e 0% de reposicado de agua. Foi observado que somente o tratamento
0% de reposicdo de agua provocou reducdo no teor de carotendides. Mas de
forma geral, o teor dos pigmentos cloroplastidicos aumentou aos 5 dias e

apresentou reducao aos 9 dias.

5.5 Solutos organicos

Os niveis de reposicdo de agua apresentaram influéncia significativa nos
solutos organicos de espécie Ocimum gratissimum. O teor de proteinas soluveis
(Figura 21), aminoécidos (Figura 22), prolina (Figura 23) e carboidratos soluveis
(Figura 24), apresentaram acréscimos com a diminuicdo da disponibilidade

hidrica.
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Ocimum gratissimum L. submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua
evapotranspirada aos 9 dias de experimento.
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Figura 23. Valores médios de prolina (umol/g de massa seca) de espécie
Ocimum gratissimum L. submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua
evapotranspirada aos 9 dias de experimento.
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Figura 24. Valores médios de carboidratos sollveis totais (umol/g de massa seca)
de espécie Ocimum gratissimum L. submetida a diferentes niveis de reposi¢céo de
agua evapotranspirada aos 9 dias de experimento.

Verifica-se que a producédo de todos os metabdlitos em O. gratissimum foi
superior em plantas submetidas ao tratamento 0% de reposicdo de agua, o
incremento maior ocorreu com a prolina (3.768,0%), aminoacidos (413,4%),

proteinas (106,7%) e carboidratos (90,5%), respectivamente.
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5.6 Teor de 6leo essencial

Uma pequena reducdo polinomial (23%) foi observada no teor de Oleo
essencial (Figura 25) de O. gratissimum com a imposicao do déficit hidrico, assim
esta espécie apresentou melhor producdo de 6leo no tratamento 100% de
reposicao de agua.
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Figura 25. Valores médios de 6leo essencial (%) de espécie Ocimum gratissimum
L. submetida a diferentes niveis de reposicdo de agua evapotranspirada aos 9
dias de experimento.

6. DISCUSSAO

A duracéo do estresse hidrico foi limitada a 9 dias para evitar a morte das
plantas do tratamento 0% de reposicdo que ja apresentavam-se em estagio de

senescéncia.

6.1 Teor relativo de agua e Potencial hidrico

O status hidrico das plantas pode ser determinado pela quantificacdo do
teor relativo de agua e potencial hidrico nas folhas e, a avaliacdo destes dois
parametros em conjunto, serve como indicativo do grau de hidratacao e tolerancia
de plantas submetidas a deficiéncia hidrica. O TRA e o potencial hidrico em O.
gratissimum foram altamente afetados pelo déficit hidrico, apresentando

respectivamente valores minimos caracteristicos de deficiéncia hidrica severa de
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37% e 3,7 MPa no tratamento com 0% de reposi¢cdo de 4gua. Porém, apesar do
TRA apresentar reducbes aos 5 dias de imposicdo de estresse, nao houve
reducdes significativas do potencial hidrico até este periodo, devido a pequena
reducdo do TRA ocorrida entre todos os tratamentos. Foi possivel observar que,
com um maior tempo de imposicao do déficit hidrico houve um decréscimo maior
no contetdo de 4gua em O. gratissimum, o que acabou resultando na grande
reducdo do potencial hidrico entre os dois ultimos dias de avaliagédo, corroborando
gue a reducdo do potencial hidrico possivelmente foi uma resposta da planta ao
aumento do grau de estresse.

A reducdo do potencial hidrico e a desidratacdo celular sdo os primeiros
efeitos fisiol6gicos acarretados pelo desequilibrio de agua na planta. Estes fatores
alteram diretamente as propriedades bioquimicas e fisicas nas células, capaz de
provocar efeitos secundarios, como, alteracdo da atividade metabdlica,
citotoxidade idGnica e a producao de espécies reativas de oxigénio (TAIZ; ZEIGER,
2013). O decréscimo do TRA e potencial hidrico sdo comuns em plantas
estressadas pela deficiéncia de agua, no entanto néo é regra, pois tais alteracbes
sédo dependentes do grau do déficit hidrico e da resisténcia intrinseca a espécie,
cultivar e genotipo as condi¢des de estresse.

Os valores de potencial hidrico encontrados para O. gratissimum foram
semelhantes aos encontrados por Donoso et al (2011) em mudas de espécies
arboreas submetidas a suspensdo de agua durante 30 dias. Estes autores
verificaram que em plantas com plena suspensédo de agua ocorreu reducdo do
potencial hidrico, e que os valores médios alcan¢ados foi igual a -3,9 e -3,6 MPa
em Quillaja saponaria e Cryptocarya Alba, respectivamente. Porém, diferente da
espécie O. gratissimum o TRA nédo apresentou grandes reducdes nestas espécies
(83,2 e 97%), demonstrando a maior capacidade de espécies lenhosas em
relacéo as espécies herbaceas em manter a 4gua em seus tecidos.

O TRA em para plantas de O. gratissimum submetidas a deficiéncia hidrica
mais severa foi semelhante ao encontrado por Santos et al. (2012) em cultivares
de trigo submetidas a suspenséo de agua no inicio do florescimento pelo periodo
de dez dias, os menores valores encontrados foi para a cultivar CD111 em torno

de 38%. Estes pesquisadores observaram a reducédo do TRA em funcao do déficit
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hidrico para a cultivar CD111 aos 5 dias, percebendo que a reducdo do TRA
ocorria posteriormente a reducao da umidade gravimétrica do solo.

Catuchi et al. (2012) estudando respostas fisiolégicas de cultivares de soja
a adubacdo potassica sob diferentes regimes hidricos durante 25 dias, também
detectou reducdo do TRA e potencial hidrico em plantas de soja ndo adubadas
submetidas a reposicdo de 40% da capacidade de campo, foram detectados
valores de 76% e -1,7MPa,. Estes autores observaram também, que somente em
plantas da cultivar Embrapa 48 adubadas com potassio neste mesmo nivel de
deficiéncia hidrica, ndo apresentavam reducdes significativas de TRA. O que
elucida a importancia da adubacao potassica no cultivo de plantas submetidas a
deficiéncia hidrica.

6.2 Massa seca e Area foliar

O crescimento € um dos processos mais sensiveis ao déficit hidrico, uma
vez que as condi¢des hidricas otimas dentro da célula sdo imprescindiveis para
gue ocorra a turgescéncia e a divisdo celular. A quantificacdo do acumulo de
biomassa € uma metodologia empregada em estudos para determinar a
produtividade das plantas como também para determinar a capacidade das
plantas em fixar o carbono para o0 seu crescimento. Esta ferramenta € bastante
utilizada para caracterizar comportamento de tolerancia das espécies ao estresse
hidrico, uma vez que ja esta comprovada, que a quantidade de biomassa total das
plantas quase sempre € proporcional a disponibilidade de agua quando este
recurso atua como fator limitante (TERRADAS, 2001).

E possivel inferir que no presente trabalho, o tempo de avaliagdo n&o foi o
suficiente para detectar reducfes significativas na biomassa e area foliar de O.
gratissimum. O trabalho de Costa Filho et. al.(2006) reforca esta hipotese, pois ao
estudarem o comportamento de O. gratissimum a deficiéncia hidrica em um
periodo maior (10 semanas) que a do presente trabalho, verificaram reducéo
significativa da producdo de biomassa entre tratamentos com 100, 75 e 50% da
capacidade de campo, com reducdo de 62,5% da biomassa seca a em plantas
submetidas a 50% da capacidade de campo.

Ekren et al. (2012) estudando espécie do mesmo género verificaram que

21 dias (2007) e 12 dias (2008) de tratamento néo foram suficientes para detectar
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alteragbes significativas no crescimento em altura de O. basilicum acarretadas
pelo déficit hidrico, mas observaram que aos 80 dias o crescimento e o
rendimento da biomassa seca eram afetados negativamente pelo o0 estresse
hidrico.

De acordo com Pravuschi et al. (2010), plantas de O. basilicum cultivadas
em canteiros e submetidas a laminas de irrigagdo de 0, 50, 75 e 150% da
evaporagdo do tanque, apresentavam seu desenvolvimento prejudicado com
irrigacéo diaria excessiva (150%).

Em trabalho realizado por Khalid (2006), a produtividade de O. basilicum e
de O. americanum foi superior em plantas submetidas ao tratamento com 75% da
capacidade de campo, sendo que o0 aumento ou a reducdo da disponibilidade de
agua a partir deste tratamento afetava negativamente a producao de biomassa.

Em plantas medicinais o acréscimo de biomassa e crescimento em fungéo
da disponibilidade de agua também tem sido observado em Malaleuca aternifolia
(SILVA et al., 2002), Tanacetum parthenium (CARVALHO et al., 2003), orégano
(MARQUES et al., 2009). Hyptis pectinata, (CARVALHO, et al., 2012) e Melissa
officinalis (MEIRA et al., 2013).

A folha é o 6rgao vegetal responsavel pela captacdo de energia luminosa
necessaria para o acumulo de biomassa, assim, uma grande area de intercepcéo
luminosa favorece o0 crescimento. Tanto a captacdo luminosa quanto a
transpiracdo podem ser afetadas por alteracdo na area foliar, seja por mudancas
na producéo total, posicdo e localizacao das folhas na planta ou até mesmo por
abscisdo foliar. Quando as plantas estdo sob déficit hidrico, uma das primeiras
respostas ao estresse é a reducédo da perda de agua; e a reducédo da area foliar,
pode se tornar um excelente mecanismo para a economia de agua, porém com
privacdes na captacdo da energia luminosa e consequentemente na producéo de
biomassa (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A reducao da éarea foliar em funcédo da reposicdo e suspensao de agua
pode ser verificada em cultivares de cana-de-acucar em trabalho de Pincelli e
Silva (2012). Com o transcorrer do tempo, algumas cultivares no tratamento com
suspensao total de agua, foram capazes de aumentar a area foliar e aumentar o
numero de folhas, mesmo que em menor proporcdo que as plantas do controle.

Dutra et al. (2012) também corroboram os resultados de Pincelli e Silva (2012),
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verificando que em plantas de girassol submetidas a diferentes capacidades de
retencdo de agua (60, 80, 100%, alagamento), a area foliar, nUmero e biomassa
das folhas eram reduzidas de acordo com a reducéo da disponibilidade hidrica.

6.3 Trocas gasosas

Os resultados das trocas gasosas mostraram que a deficiéncia hidrica
provocou grandes reducdes da assimilacdo liquida de carbono, condutancia
estomatica, transpiracdo e grandes acréscimos na concentracdo interna de CO,
na espécie Ocimum gratissimum submetida a diferentes niveis de reposicdo de
agua.

Aos 5 dias, os sensiveis decréscimos do TRA ocorridos dentro dos
tratamentos 75 e 50% de reposicdo de agua, somente provocaram reducdes na
assimilacdo liquida de carbono. Deste modo, plantas de O. gratissimum
submetidas a déficit hidrico moderado, pequenas alteracées no conteudo de agua
das folhas podem levar a reducdes na assimilacdo liquida de carbono, antes
mesmo de haver um controle da perda de agua pelos estématos.

Em plantas do tratamento com 0% de reposicdo de agua, todas as
variaveis de trocas gasosas acompanharam nitidamente a reducdo do teor
relativo de agua. Com base nos reduzidos niveis de concentracao interna de CO,
aos 5 dias de experimento, é possivel inferir, que a reducdo da assimilacao
liquida de carbono foi dependente da condutancia estomatica. Deste modo, a
reducdo de cerca de 14% do TRA foi capaz de desencadear uma resposta de
controle estomatico em O. gratissimum, que ocorreu de forma eficiente pois
reduziu a perda de dgua em maior propor¢éao do que restringiu a entrada de CO.,
afetando moderadamente as taxas de assimilacéo liquida de carbono aos 5 dias.

Em condicbes estresse hidrico a capacidade das plantas em impedir a
perda de agua sem afetar de forma muito severa a difusdo de CO, para o
mesofilo, representa uma estratégia de tolerancia a seca que permite com que
esta mantenha por um periodo mais prolongado sua hidratacdo e as suas taxas
fotossintéticas. Por isto, a busca de plantas tolerantes a seca deve levar em
consideracao altas taxas fotossintéticas acompanhada de condutancia estoméatica
e transpiracao baixa (OSMOND et al.,1980).
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Aos 9 dias com um maior tempo de imposicdo do déficit hidrico, a
assimilagdo liquida de carbono, condutancia estomatica e transpiracdo chegaram
a ficar quase nulas em plantas que ndo receberam reposicdo de Aagua,
contrastando com os altos niveis de concentragdo interna de CO,, encontrados.
Isto sugere que a baixa condutancia estomatica acompanhada de acréscimo da
concentracéo interna de CO, e decréscimo da assimilacao liquida de carbono é
indicio da baixa eficiéncia do processo de carboxilacdo da espécie estudada
guando submetida a condi¢cdes severas de deficiéncia hidrica. A reducdo da
assimilacdo liquida de carbono possivelmente foi dependente de limitacdes
bioquimicas, como por exemplo, alteracao da sintese e da atividade de enzimas
envolvidas no processo de fixacdo de carbono. Em estresse severo a reducao da
fotossintese esta relacionada com a perda da atividade da rubisco (inibicdo ou
nao ativagéo) e pela diminuicdo da regeneragéo da ribulose 1,5- bifosfato devido
ao baixo suprimento de ATP e NADPH para o ciclo de reducdo do carbono
(TEZARA et al., 1999, LAWLOR, 2002). Em funcéo do O. gratissimum tratar-se de
uma espécie com metabolismo C3, possivelmente parte deste CO, pode ter sido
oriundo do processo de fotorrespiracdo, desencadeado para a protecdo da
maquinaria fotossintética contra processos deletérios como a fotoinibicdo, ao
servir como forma utilizacdo da energia excedente (NIYOGI, 2000).

A baixa eficiéncia de carboxilacdo foi sugerida por Pacheco et al. (2011)
como a principal responsavel pela reducdo da taxa fotossintética de Calendula
officinalis submetida a total suspenséo de irrigacdo e a 100 uM de ABA por nove
dias.

Ghuannoun et al. (2003) investigando o efeito de fatores estomaticos e nao
estomaticos de inibicdo da fotossintese em plantas C4 também observou que a
reducdo na assimilacdo de carbono era dependente de limitacdes bioguimicas.
Estes autores perceberam que a compensacdo da concentracdo de CO, de
Panicum coloratum e Chencrus ciliares aumentou acentuadamente quando o TRA
estava abaixo de 70%. Resultados semelhantes foram observados em O.
gratissimum, entretanto, somente foi possivel observar acréscimos na
concentragdo de CO; quando as plantas estavam com o TRA abaixo de 55%.

De forma diferente ao observado por Ghuannoum et. al. (2003) e Pacheco

et al. (2011), a reducdo das taxas fototossintéticas podem ocorrer quase que
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exclusivamente por redugdo da condutancia estomatica. De acordo com Sausen e
Rosa (2010) em plantas de mamona submetidas a 53 dias de suspensao de
irrigacdo, a limitacdo imposta pelo fechamento estomético foi a principal
responsavel pela reducao da fotossintese nesta espécie.

Em estresse por seca moderada, o fechamento estomético € a primeira
medida responsével pela limitacdo da fotossintese, no entanto em seca severa, a
reducdo no conteudo de rubisco acarretada pela regulacdo negativa ou inibicdo
dos processos metabdlicos, é a limitacdo dominante da assimilacdo de CO; e
inibicdo da fotossintese (FLEXAS; MEDRANO, 2002).

Apesar de na literatura plantas sob deficiéncia hidrica terem as taxas
fotossintéticas afetadas por limitacbes estomaticas e ndo estomaticas, € possivel
observar em algumas espécies, que a imposicao do déficit hidrico pode nao afetar
0 processo fotossintético. O estudo do efeito da disponibilidade hidrica realizado
por Marques et al. (2009) corrobora esta idéia, ao verificar que as laminas de
irrigacdo 0, 50, 75 e 100% , ndo afetaram as trocas gasosas da espécie
Origuinum vulgare (orégano) cultivada em canteiros por 90 dias. Estes autores
concluiram também que esta espécie apresentava a capacidade de manter seus

mecanismos fisiologicos mesmo sob condi¢cbes de déficit hidrico.

6.4 Pigmentos cloroplastidicos

Durante a deficiéncia hidrica a estabilidade da clorofila pode ser um critério
promissor para selecdo de espécies tolerantes a seca (ARUNYANARK et al.,
2008). Percebe-se que em relacdo aos 0 e 5 dias de avaliacdo a producédo de
pigmentos de O. gratissimum ndo sofreu alteracfes acarretadas pela deficiéncia
hidrica, podendo ser observada a manutencdo da capacidade de producao de
clorofilas e carotendides. Nesse periodo o acréscimo de pigmentos nao
acompanhou o decréscimo da assimilacdo de carbono, reforcando a idéia que a
reducdo da fotossintese aos 5 dias ndo foi acarretada por danos na cadeia de
transporte de elétrons.

Entre os 5 e 9 dias de avaliacdo, as reducdes do contetudo de clorofilas e
carotendides nos tratamentos de déficit hidrico foi acarretada pela degradacéo de
pigmentos. Porém ao observar o conteudo de pigmentos cloroplastidicos entre os

0 e 9 dias de avaliagdo dentro dos tratamentos 50 e 75% de reposi¢cado de agua,
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percebe-se que o teor de clorofilas e carotendides foram mantidos a niveis
semelhantes ou superior a avalia¢éo inicial.

Dutra et al. (2012) também detectaram em girassol, submetido a diferentes
disponibilidades de 4gua, que com aumento do tempo de imposicdo dos regimes
hidricos o contetudo de clorofilas apresentava aumento seguido de reducdo nas
ultimas avaliagBes. Porém de forma diferente, a reducdo dos pigmentos néo foi
acarretada pela reducdo da disponibilidade de agua e sim pelo aumento. Devido
ao tratamento de 60% de retencdo de agua e alagamento terem apresentado
maior e menor contetdo de clorofilas respectivamente, os autores sugeriram que
os elevados niveis de agua nos tratamentos alagamento, 100 e 80% de retencéo
de agua possivelmente comecaram a provocar o aumento de ABA e etileno
induzindo a degradacéo de clorofilas.

Em plantas de O. gratissimum que nao receberam reposicdo de agua,
entre 0 e 9 dias de avaliacao, houve reducéo do teor de carotenoides. A reducéo
de pigmentos cloroplastidicos em estresse severo tem sido sugerida como
consequéncia da fotoinibicdo e fotodestruicdo sob situacdo de estresse hidrico
severo (LOGGINI et al. 1999). Em condi¢cOes de deficiéncia hidrica, as alteracbes
ocorridas no conteudo de clorofilas e carotendides podem afetar a fotossintese,
pois estes pigmentos sd0 responsaveis pela captacdo e transmissao da energia
luminosa que é utilizada para o processo de fixacdo de carbono (TAIZ; ZEIGER,
2013). Sendo assim, as baixas concentracfes de carotendides reforcam a idéia
gue em plantas submetidas ao déficit hidrico mais severo, a taxa fotossintética
aos 9 dias, nao foi dependente da condutancia estomatica e sim por limitacdes na
fixacdo de carbono devido a danificacdes do aparato fotossintético.

De acordo com Abdullatif e Asiri (2012) avaliando efeito da disponibilidade
de agua em espécie do mesmo género observaram que os conteudos de
clorofilas e carotendides ndo eram afetados pela reposicdo de 50, 30 e 10% da
capacidade de campo, mas sim pela fase de crescimento. O estagio de
florescimento promovia 0 aumento, enquanto a fase de producdo de sementes
promovia a reducado destes pigmentos em Ocimum basilicum.

Silva et al. (2013) estudando o efeito da suspensao de agua em cultivares

de cana-de-acucar por 15 dias, verificou que a depender das cultivares avaliadas
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a deficiéncia hidrica era capaz de provocar a reducdo, ou ndo provocar alteracdes
significativas nas concentra¢des de clorofilas e carotendides.

6.5 Solutos organicos

O acumulo de solutos organicos tem a capacidade de promover ajuste
osmotico e manter por mais tempo a hidratacdo dos tecidos, sem depreciar as
atividades enzimaticas em plantas estressadas (LARCHER, 1986). Devido isto, a
qguantificacdo de solutos osmoticos associada a caracterizacdo do status hidrico
da planta tem sido bastante utilizada para caracterizar o grau tolerancia de
espécies, cultivares e gendtipos ao estresse hidrico e salino. Os solutos organicos
em O. gratissimum foram altamente acumulados com a deficiéncia hidrica. Sendo
possivel observar que em TRA abaixo de 79%, ja ocorria 0 aumento de
carboidratos, aminoacidos e proteinas. No entanto, somente foi possivel perceber
acréscimos dos teores de prolina em TRA menores, abaixo de 55%. No
tratamento 0% de reposicado de agua o acumulo de solutos organicos ocorreu em
maior magnitude e acompanhado de potenciais hidricos expressivamente baixos
(-3,7 MPa). Isso demonstra que o acumulo de carboidratos, aminoacidos e prolina
promovem o ajustamento osmotico na espécie O gratissimum quando submetida
a deficit hidrico.

A deficiéncia hidrica pode levar a uma depreciacdo da eficiéncia da
fotossintese reduzindo o fornecimento de aclcares sollveis para os tecidos, mas
como forma de manter os processos celulares, fontes de reservas de amido
podem ser quebradas e convertidas em acucares solUveis para as necessidades
energéticas das plantas e para promoc¢ao do ajuste osmotico (ROSA et al., 2009).
Desta forma, apesar da espécie O. gratissimum apresentar grandes decréscimos
da assimilagdo de carbono houve um aumento significativo no contetdo de
carboidratos solluveis, que possivelmente foi acarretado pela quebra de fontes de
reserva de carbono.

O déficit hidrico severo provoca a reducdo do teor de proteinas devido a
reducdo da sintese ou pelo processo de desnaturacdo das mesmas, seja pela
acao de espécies reativas de oxigénio, temperatura e alteracdo do pH. A
degradacdo de proteinas tem sido reportada como causa do aumento de

aminoacidos em plantas estressadas. Lechinoski et al. (2007) estudando a
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influéncia do estresse hidrico nos teores de proteinas e aminoacidos perceberam
gue houve uma diminuicdo drastica de proteinas e aumento de aminoécidos,
justificando que o comportamento inversamente proporcional destes metabdlitos,
esta relacionado com a sensibilidade & falta de agua no solo de Tectona grandis.

De forma diferente, o acumulo de aminoacidos em O. gratissimum nao foi
consequente da degradacédo de proteinas, o que sugere que a ““sintese de novo™
promoveu o acumulo de aminoacidos nesta espécie. O acumulo de proteinas
pode esta relacionado em parte, pelo o aumento da expressdo génica de enzimas
envolvidas no mecanismo de tolerancia ao estresse (AGARWAL; SHAHEEN,
2007, NEPOMUCENO et al., 2001). Destacando-se as enzimas envolvidas nas
vias de producao de prolina, aminoacidos e carboidratos.

O acumulo de prolina pode ter exercido um importante papel na
manutencao da integridade de proteinas dentro da célula, por ter capacidade de
promover a estabilizacdo de estruturas sub-celulares, regulacdo do pH celular e
sequestro de radicais livres (SCHOBERT; TSCHESCHE, 1978, HARE; CRESS,
rnsel997, VERBRUGGEN; HERMANS, 2008, SZABADOS; SAVOURE, 2009,
NEPOMUCENO et al., 2001).

No entanto, o estudo do efeito estresse hidrico em espécies do género
Ocimum, a mesma relacdo entre proteinas e prolina ndo foi detectada. Sendo
observado maior acumulo de prolina e menor contetdo de proteinas quando as
espécies O. basilicum e O. americanum eram submetidas aos tratamentos com
50 % da capacidade do solo (KHALID, 2006).

O acumulo de prolina em condicbes de deficiéncia hidrica também é
observado em Ocimum basilicum em estudo de Abdullatif e Asiri (2012). Estes
autores verificaram que quando plantas de O. basilicum eram submetidas a déficit
hidrico na fase de florescimento, ocorria acumulo de prolina, no entanto, na fase
de producéo de semente o comportamento era inverso.

Carvalho (2005) estudando respostas de plantas de Schizolobium
amazonicum e Schizolobium parahyba a deficiéncia hidrica relatou, que o
aumento nos teores de aminoacidos sollveis totais, prolina e agucares soluveis

totais provocou a reducéo do potencial osmoético nas duas espécies.
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6.6 Teor de 6leo essencial

A producdo de Oleo essencial foi depreciada com a deficiéncia hidrica,
demonstrando a importancia da 4gua na producdo dos metabolitos secundarios
em O. gratissimum. Provavelmente uma maior disponibilidade de agua por néo
afetar o processo de assimilacado de carbono, permite que sejam disponibilizados
esqueletos de carbono em maior proporcdo para a produgcdo dos metabolitos
secundarios. Em condi¢des de deficiéncia hidrica com a reducdo da assimilacédo
liquida de carbono, a reducao da dos constituintes do 6leo essencial poderia ter
ocorrido para disponibilizar maior proporcdo de esqueletos de carbono para
produgcdo de metabolitos envolvidos na manutencdo dos processos celulares
durante o estresse hidrico.

De acordo com Graham e Graham (1996) a regulacdo negativa dos passos
iniciais da biossintese de fenilpropanoides era acarretada pelo ABA, o que
suporta a idéia que este fitorregulador poderia estar envolvido na reducdo do
conteudo de 6leo essencial em O. gratissimum durante o estresse hidrico.

A mesma relacdo ocorreu em trabalho de Abdullatif e Asiri (2012), que
observaram o aumento da producdo de oOleo essencial de O. basilicum no
tratamento de maior reposicdo de agua (controle), tanto no estagio de
florescimento quanto na fase de producdo de sementes. No entanto, resultados
diferentes foram observados para a mesma espécie submetida a condi¢cbes de
campo. Ekren et al. (2012) verificaram que a propor¢cdo de Oleo essencial
aumentava a medida que a quantidade de agua de irrigacéao aplicada diminuia.

Em trabalho de Khalid (2006) foi mostrado que tanto o excesso de agua
guanto o maior nivel de déficit hidrico (50% da capacidade de campo) provocava
0 aumento da producdo e dos constituintes principais do 6leo essencial das
espécies O. basilicum e O. americanum.

Silva et al. (2002) verificaram que regime hidrico de menor disponibilidade
de agua afetava o teor de 6leo essencial devido a menor producdo de biomassa,
no entanto nao influenciava a composicdo do Oleo essencial de Melaleuca

alternifélia.
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7. CONCLUSOES

A espécie O. gratissimum mostrou-se sensivel a deficiéncia hidrica através
da grande reducdo do conteudo de agua das folhas, assimilacdo de carbono e
degradacdo de pigmentos, no entanto, desenvolveu alguns mecanismos de
tolerdncia ao estresse hidrico de curto prazo como redugcdo da transpiracgéo,
acumulo de solutos organicos e grande reducao do potencial hidrico sem afetar
significativamente a massa seca.

A maior disponibilidade de agua é essencial para a obtencdo de maior
producdo de 6leo essencial em O. gratissimum.
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9. CONCLUSOES GERAIS

As espécies Hyptis fruticosa e Ocimum gratissimum se comportam de
forma distinta na preservacdo do conteddo de agua dos tecidos durante a
deficiéncia hidrica. A espécie Hyptis fruticosa mantém o conteludo de &gua
mostrando-se mais tolerante que a espécie O. gratissimum que apresenta
grandes perdas de agua nos tecidos.

Ambas as espécies apresentaram manutencdo da matéria seca, aumento
de solutos organicos e reducdo do potencial hidrico que sdo mecanismos de
tolerancia a deficiéncia hidrica.
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