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RESUMO

Ocimum gratissimum L. (alfavaca) é uma planta medicinal popular com vasto potencial para
uso nas industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia. A dgua e o nitrogénio podem, nao
apenas afetar o desenvolvimento geral do vegetal, mas alterar sua composi¢do quimica e,
consequentemente, a qualidade de produtos elaborados a partir dessa matéria-prima vegetal.
Foram estudados os efeitos de taxas de aplicacdo de dgua [60% (Iso), 70% (I70), 80% (Iso),
90% (Ioo), 100% (Iioo) € 110% (I110) da capacidade de campo (CC)] e de adubacdo
nitrogenada [0 kg (No), 40 kg (N2), 80 kg (N4) e 160 kg (Ns) de nitrogénio/ha] no crescimento
e na produgdo e composicao quimica do 6leo essencial das folhas dessa espécie vegetal. O
experimento foi conduzido em 2016 por 60 dias em casa de vegetacdo, em delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Os constituintes voldteis extraidos por
hidrodestilacdo foram isolados e identificados por CG-EM. A deficiéncia hidrica foi
determinante para o surgimento de murchamento e manchas nas folhas de Ocimum
gratissimum, enquanto que os sintomas de necrose, necrose apical, abscisdo e clorose
apresentaram correlagdo somente com a deficiéncia de nitrogénio. Houve efeito significativo
(p < 0,05) no crescimento e producdo de 6leo essencial de Ocimum gratissimum para a taxa
de aplicacdo de dgua, nitrogénio e interacdo entre esses dois fatores. Os valores maximos de
largura (8,3 cm), comprimento (11,5 cm) e nimero de folhas (301,3), massa seca foliar (52,5
g/planta), teor de 6leo essencial (1,58%) e rendimento de 6leo (82,9 mL/planta) foram obtidos
no tratamento I110Ng. Vinte compostos foram identificados em cada 6leo essencial com
predominancia de fenilpropanoides no tratamento I;;0Ns e de monoterpenos nos demais
tratamentos. A taxa de aplicacdo de dgua acima da capacidade de campo, juntamente com
uma dose de nitrogénio mais alta do que o normalmente recomendado, melhora o crescimento

do vegetal e aumenta a producao de seu 6leo essencial, com modificacdo da via metabdlica.

Palavras-chave: Alfavaca. Capacidade de campo. Nutriente. Compostos aromaticos.
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ABSTRACT

Ocimum gratissimum L. (clove basil) is a popular medicinal plant with vast potential for use
in the pharmaceutical, cosmetic and food industries. Water and nitrogen can not only affect
the overall development of the vegetable, but alter its chemical composition and,
consequently, the quality of products made from that vegetable raw material. The effects of
different water application rates, 60% (Is0), 70% (I70), 80% (Iso), 90% (Ioo), 100% (L100) and
110% (1110) of field capacity (FC), and nitrogen fertilisation, O (No), 40 (N2), 80 (N4) and 160
(Ng) kg of nitrogen/ha, on growth and essential oil of this species were studied. The
experiment was carried out in 2006 for 60 days in a greenhouse in a completely randomised
design with three replicates. The isolated volatile constituents were analysed by GC-MS. The
water deficiency was determinant for the appearance of wilting and staining on the leaves of
cimum. gratissimum, while the symptoms of necrosis, apical necrosis, abscision and chlorosis
presented correlation only with nitrogen deficiency. There was a significant (p < 0.05) effect
on the growth and production of Ocimum gratissimum essential oil for water application rate,
nitrogen and the interaction between these two factors. The maximum values of width (8.3
cm), length (11.5 cm) and number of leaves (301.3), leaf dry matter (52.5 g/plant), essential
oil content (1.58%) and oil yield (82.9 mL/plant) were obtained in the Ii10Ng treatment.
Twenty compounds were identified in each clove basil essential oils with predominance of
phenylpropanoids in the I110Nsg treatment, and of monoterpenes in the other treatments. The
water application rate above field capacity together with nitrogen dose higher than normally
recommended improves plant growth and increases the production of its essential oil by

modifying the metabolic pathway.

Key-words: Clove basil. Field capacity. Nutrient. Volatile oil. Aromatic compounds.
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1 INTRODUCAO GERAL

As espécies vegetais podem ser influenciadas por fatores extrinsecos
(relacionados ao ambiente no qual vivem), como temperatura, pluviosidade, luminosidade,
nutri¢do, dentre outros, com impacto na fisiologia vegetal e na sua biossintese metabdlica
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Em condi¢Oes naturais, os vegetais raramente experimentam fatores extrinsecos
unicos, um de cada vez, mas sdo muito mais propensos a serem expostos a multiplos
estressores simultaneamente (CASTRO et al., 2017). A influéncia de mudltiplos fatores de
estresse comumente experimentados por plantas em ambientes de campo € frequentemente
interativa. O conhecimento de como multiplos estressores afetam o acimulo de metabdlitos
secundérios em plantas fornecerd mais informacdes para avaliar os papéis biolégicos desses
metabolitos na mitigacdo do estresse e fornecer critérios para descrever seus rendimentos e
qualidade 6timos (NCUBE et al., 2012). Assim, isso proporciona um meio de garantir a
qualidade do fitomedicamento, que tem aumentado em importancia nas regides tropicais, ndo
apenas devido a sua forca como terapia alternativa, mas também devido a prevaléncia de
doencas negligenciadas nas comunidades locais (CHEUKA et al. , 2016).

A maior ou menor disponibilidade de dgua e de nitrogénio sdo fatores que podem
comprometer a propria sobrevivéncia do vegetal. A dgua participa de processos fisiolégicos
fundamentais da espécie, como a fotossintese (XU et al., 2015), enquanto o nitrogénio (um
nutriente essencial) entra na constitui¢io de componentes basicos, como a clorofila, principal
pigmento fotossintetizante do vegetal (NETO & MACEDO, 2017). A 4gua e o nitrogénio
podem, ndo apenas afetar o desenvolvimento geral do vegetal, mas alterar a rota metabdlica e
a consequente producdo de metabolitos, como os 6leos essenciais.

Os o6leos essenciais sdo uma mistura complexa de compostos produzidos pelo
vegetal (principalmente terpenos) que estdo permanentemente € macigcamente presentes em
estruturas especificas de armazenamento internas (como ductos ou cavidades secretoras) e/ou
externas (como tricomas) da folha em concentracdes da ordem de 1 g/g-mg/g (ORMENO et
al.,, 2011). Os d6leos essenciais sdo produzidos para que os vegetais suportem numerosas
condi¢cdes de estresse, além de mediarem interacdes ecoldgicas com o ambiente bidtico
(SEIGLER, 1998,; ORMENO & FERNANDEZ, 2012). No entanto, restricdes ambientais
podem limitar vérias respostas fisiologicas e metabdlicas do vegetal, como acimulo de soluto
e antioxidante e expressdo de genes especificos de estresse, que interferem na produgao de

BVOCs (TUTEJA & SINGH GILL, 2013; AHANGER et al., 2017). As quantidades de 6leos
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essenciais produzidos sob condicdes de estresse podem ser modificadas, dependendo da
espécie e magnitude do estresse (SANGWAN et al., 2001; PRADHAN et al., 2017).

O Brasil, em funcdo de sua grande extensdo territorial, possui caracteristicas
edafoclimdticas peculiares e distintas em cada uma de suas cinco regidoes, que podem
interferir no desenvolvimento das espécies nativas ou introduzidas, mesmo que as condi¢des
sejam semelhantes as do local de origem. A falta de dominio tecnolégico em todas as etapas
de desenvolvimento do vegetal levard, provavelmente, a baixa qualidade da sua biomassa e
reducdo nos teores e rendimento dos seus principais constituintes quimicos (MARCHESE &
FIGUEIRA, 2005).

O Ministério da Saide do Brasil tem incentivado o uso racional de vegetais com
fins terapé€uticos e seus produtos, incluindo a producdo agricola sustentdvel desses vegetais,
através da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (BRASIL, 2006). A partir
dai vérias legislagcdes e recomendacdes foram elaboradas no Brasil, objetivando a implantagao
da fitoterapia racional no territério brasileiro, destacando-se a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que consiste em 71 espécies vegetais de
interesse do Ministério da Sadde para o desenvolvimento de pesquisas que levem a producdo
de produtos que possam ser utilizadas no Servico Unico de Satde (SUS). A prioridade é para
espécies nativas que possam ser cultivadas em pelo menos uma das regides do pais e que
permitam a utiliza¢do terapéutica para tratamento das doencas mais comuns dos brasileiros
(BRASIL, 2009).

Dentre as espécies vegetais do RENISUS presentes no Maranhdo, destaca-se
Ocimum gratissimum L., uma planta arbustiva eudicotiledonea, pertencente a familia
Lamiaceae, que se destaca pela qualidade, quantidade e diversidade quimica do seu 6leo
essencial. Esse 6leo essencial € utilizado em aplicag¢des nas industrias farmacéutica, cosmética
e alimenticia e alguns dos seus compostos quimicos possuem propriedades antibacterianas,
inseticidas e antioxidantes (SANTOS et al., 2016).

Embora existam diversos trabalhos que tratam do efeito do estresse hidrico e
nutricional sobre Ocimum gratissimum (OSUAGWU et al.,, 2010; ORMENO &
FERNANDEZ, 2012; ADE-ADEMILUA et al., 2013), informacdes sobre a influéncia de
fatores de estresses multiplos e interativos comumente experimentado por vegetais em campo
em circunstancias tropicais sdo escassas para essa espécie. Nessas circunstancias tropicais,
com alta taxa de evapotranspiracdo potencial e solos com baixo teor de matéria organica, a
producdo agricola é co-limitada tanto pela dgua quanto pelo nitrogénio disponiveis e pelo
manejo inadequado do solo. De tal forma que € estimado que a producio pode ser aumentada

em 45 a 70% para a maioria das culturas, seguindo melhorias na gestdo da dgua e do
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nitrogénio e entendendo suas interagdes no rendimento das culturas (MUELLER et al., 2012;
SADRAS et al., 2016).

Embora os estresses de dgua e nitrogénio tenham sido relatados como a principal
causa da baixa producdo de dleo essencial nas culturas, as interacdes imprevisiveis sdo uma
causa fundamental de complexidade nos processos de crescimento e produgcdo de dleo
essencial quando afetados pelo estresse ambiental (MOHIDIN et al. , 2015; ALVES et al.,,
2017; BORTOLHEIRO & SILVA, 2017; FAHAD et al., 2017; GONG et al., 2018; KHAN et
al., 2018). Isso pode causar resultados contraditérios de estresses de dgua e nitrogénio na
producdo de 6leo essencial, quando tratados sozinhos, e considerando que o efeito combinado
de vérios estresses é mais diverso, os esforcos de pesquisas voltados para a compreensao
dessa diversidade sdo essenciais.

Com base nisso, este trabalho busca avaliar a influéncia de taxas de aplicag¢ao de
agua e de doses de nitrogénio no crescimento de Ocimum gratissimum e na produgao do seu

Oleo essencial.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Para melhor entendimento da delimitacdo e do conhecimento atual sobre o tema
estudado, o referencial tedrico deste trabalho apresenta dados compilados na seguinte ordem:
crescimento e desenvolvimento de espécies vegetais; metabdlitos primdrio e secundario de
espécies vegetais; Oleos essenciais de espécies vegetais; critérios de qualidade de drogas

vegetais e de 6leos essenciais; e a espécie vegetal Ocimum gratissimum L.

2.1 CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DE ESPECIES VEGETAIS

Os orgdos vegetais possuem caracteristicas, tamanhos e formas especificas de
cada vegetal (BREUNINGER & LENHARD, 2010). Na literatura existem varios critérios
diferentes para a determinacao das taxas de crescimento dos vegetais, como: altura ou largura
do vegetal, massa (fresca ou seca), nimero de células, proteina ou outro conteido de
substancias essenciais (BRUKHIN & MOROZOVA, 2011).

O crescimento e o desenvolvimento de vegetais sdo processos independentes que
podem ocorrer simultaneamente ou nao. Enquanto crescimento vegetal se refere a mudangas
irreversiveis de dimensdes fisicas de 6rgdos vegetais como massa, volume, comprimento e
area, desenvolvimento vegetal envolve a diferenciacdo celular, a morfogénese, o
aparecimento e a senescéncia de 6rgdos. Assim, um vegetal crescendo nao necessariamente
estd se desenvolvendo e vice-versa (FAGUNDES et al., 2007).

Os vegetais, de modo diferente dos animais, t€ém um padrdo de crescimento
indeterminado que é capaz de crescer e produzir novas células durante toda a vida util e o
processo de crescimento vegetal € grande parte o resultado do aumento do nimero de células
e do seu tamanho. Normalmente, o processo de crescimento de cada célula passa por trés
fases diferentes: divisao celular, aumento de volume e diferenciacdo. No entanto, em alguns
casos, uma dessas fases pode ser ignorada. Cada fase tem suas proprias caracteristicas
moleculares e fisioldgicas especificas, embora em alguns estdgios de desenvolvimento, duas
ou mesmo trés fases podem ocorrer simultaneamente (BRUKHIN & MOROZOVA, 2011).

As paredes celulares sdo caracteristicas importantes das células vegetais que
desempenham uma série de funcdes essenciais, incluindo proporcionar forma aos muitos tipos
de células diferentes necessdrios para formar os tecidos e 6rgaos de um vegetal (KEEGSTRA,
2010).

O tamanho, a forma e a estabilidade de um vegetal dependem da flexibilidade e

integridade de suas paredes celulares, o que, a0 mesmo tempo, precisa permitir expansao
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celular para o crescimento, mantendo a estabilidade mecanica. As propriedades mecanicas da
parede celular do vegetal sdo definidas por sua composi¢cdo bioquimica e interacdes
especificas entre os polimeros de parede individuais (VOGLER et al., 2015).

Com base nas diferengas estruturais e funcionais, as paredes das células do
vegetal podem ser caracterizadas em dois tipos: a parede celular primaria e a parede celular
secunddria. A composicdo e a organizacdo estrutural das paredes celulares primadrias e
secunddrias tem sido uma for¢a motriz importante para a diversificagdo evolutiva dos vegetais
na Terra. A parede celular primdria contém celulose, hemicelulose e pectina e é sintetizada
durante a fase de crescimento da célula, quando a parede celular se expande devido as forgas
da pressao de turgor interna que empurram para fora contra a membrana plasmatica e a parede
celular. A parede celular secundéria contém celulose, hemicelulose e lignina, é depositada em
tipos celulares especificos apds a cessacao do crescimento celular e geralmente € mais espessa
e mais rigida do que a parede celular primaria (LI et al., 2014).

A parede celular do vegetal deve, ao mesmo tempo, ser forte o suficiente para
suportar a turgescéncia e flexivel o suficiente para permitir a expansdo celular controlada.
Para resolver este dilema, é necessdria uma coordenacdo perfeita entre a deformacdo e
modificacdo da parede existente e a secre¢do e deposicao de material de parede celular nova.
O crescimento das células vegetais é uma interacdo bem ajustada entre a expansao celular de
turgor e a resisténcia proporcionada pela parede celular. A importancia da turgescéncia para o
crescimento dos vegetais tem sido conhecida ha muito tempo (VOGLER et al., 2015).

Acredita-se que o crescimento rdpido dos vegetais gera um alongamento
irreversivel das paredes celulares primdrias devido as cargas mecanicas geradas pela pressao
de turgor celular ou turgescéncia. A pressdo de turgor, a pressdao hidrostdtica osmoticamente
mantida nas células vegetais vivas e a pressdo mecanica da prépria parede celular sdao, sem
davida, os fatores fisicos mais fundamentais que ditardo o crescimento celular e as
morfologias celulares nos vegetais (WEI & LINTILHAC, 2007).

A presenca das paredes celulares torna as células dos vegetais imodveis e
dependentes de sinais moveis para desencadear uma reprogramacdo tecidual. Os
fitohormdnios sdo pequenas moléculas de sinalizacao enddgena que coordenam os processos
fisiolégicos e de desenvolvimento nos vegetais. Atuam em baixas concentracdes, muitas
vezes ndo sao sintetizados onde atuam e, em geral, essa sintese ndo se restringe a um tecido
particular e especializado. A plasticidade do desenvolvimento vegetal e sua capacidade de
resposta a uma grande quantidade de situacdOes ambientais sugerem que 0S mecanismos

regulatérios sdo muito complexos (VANNESTE & FRIML, 2009).
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Os fitohormdnios considerados cldssicos sdo: auxinas, citocinas, giberelinas,
acido abscisico, etileno e dcido salicilico. No entanto, existem outros hormonios vegetais
descobertos mais recentes, como: brassinosteroides, jasmonatos e estrigolactonas (WANI et
al.,, 2016). Todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento dos vegetais estdo sob
controle desses fitohormonios. Um unico fitohormdnio pode regular uma ampla gama de
processos, assim como, um processo Unico pode ser regulado pela acdo de muitos hormdnios
vegetais (PRINS et al., 2010).

Pode-se citar como exemplos desses processos: a divisdao, o alongamento e a
diferenciacdo celulares reguladas principalmente por auxinas (especialmente o acido indol
acético) (LJUNG, 2013); a dominancia apical e absorc@o de nutrientes reguladas por citocinas
(KIEBER & SCHALLER, 2014); a expansao foliar controlada por giberelinas (HEDDEN &
SPONSEL, 2015); a arquitetura do vegetal coordenada por estrigolactonas (ZWANENBURG
et al., 2016); a germinacao e reproducao reguladas por brassinosteroides (TANG et al., 2016);
as respostas de defesa do vegetal controladas pelo 4cido salicilico (WANI et al., 2016); a
imunidade e as relacdes de herbivoria reguladas por jasmonatos (WASTERNACK &
HAUSE, 2013); a senescéncia regulada por citoquininas (KIEBER & SCHALLER, 2014),
pelo dcido abscisico (FINKELSTEIN, 2013) e, principalmente, pelo etileno, que também
coordena a reciclagem de nutrientes de folhas senescentes para outros 6rgdos e induz, em
vegetais sensiveis, sintomas de senescéncia prematura, como amarelamento das folhas ou
clorose (pela degradacao da clorofila), abscisao e dessecagao/necrose (IQBAL et al., 2017).

A resposta e a tolerancia dos vegetais ao estresse (seca, inundagdo, salinidade,
frio, calor, radiacdo ultravioleta, ozonio, lesdes mecanicas, ataque de patdgenos, doencas e
deficiéncia nutricional) também dependem dos hormonios vegetais (PRINS et al., 2010;
WASTERNACK & HAUSE, 2013; TANG et al., 2016; WANI et al., 2016).

O crescimento vegetal é altamente influenciado por fatores ambientais. Os
estimulos epigenéticos (ndo genéticos) medeiam a progressdo do desenvolvimento vegetal e
também a resiléncia para acomodar a mudanca (BRUKHIN & MOROZOVA, 2011).

Os principais fatores extrinsecos que influenciam o crescimento e o
desenvolvimento de espécies vegetais sdo a dgua, os elementos minerais na solug¢do do solo, a
temperatura € a luz. Os fatores climdticos (como umidade) e edéficos (relacionados as
condi¢des do solo) impactam todo o desempenho vegetal, englobando -crescimento,
desenvolvimento, reproducao e sobrevivéncia (TAIZ et al., 2014).

Os dois agentes causadores de maior estresse no vegetal sdo dgua e nitrogénio que
também sdo fatores limitantes para seu crescimento. A dgua € imprescindivel para a vida dos

vegetais, seja como reagente ou substrato de importantes processos, como a fotossintese e a
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hidrélise do amido em agicar em sementes na germinacdo. O nitrogénio, um nutriente
essencial do vegetal, € o elemento regulatério mais susceptivel as transformagdes bioldgicas e
€ o elemento estrutural de proteinas, nucleotideos, lipideos e de alguns sacarideos
(KERBAUY, 2012).

A seguir abordaremos mais detalhadamente o impacto da dgua e do nitrogénio

sobre o crescimento e o desenvolvimento dos vegetais.
2.1.1 Influéncia da agua no crescimento e desenvolvimento de espécies vegetais

O teor de dgua disponivel no solo é definido como a diferenca entre a quantidade
de 4gua em um solo na capacidade de campo e a quantidade de 4gua em um solo em ponto de

murcha permanente (LOPEZ & BARCLAY, 2017) (Figura 1).

Figura 1 - Capacidade de agua disponivel, capacidade de campo e
ponto de murcha permanente.
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Fonte: adaptado de Gale (2014) e Sohrabi et al. (2015).

A capacidade de campo corresponde ao limite superior maximo de &dgua
disponivel e representa a umidade do solo apds a drenagem da dgua contida nos macroporos
pela acdo da gravidade (a -10 kPa). Essa condi¢do de umidade favorece maior absor¢do de
dgua e nutrientes pelos vegetais e, portanto, tem sido recomendada como conteddo para o
crescimento satisfatorio dos vegetais (OLIVEIRA et al., 2015; CLAY & TROOIEN, 2017). O
ponto de murcha permanente é a porcentagem de umidade do solo que induz ao murchamento

do vegetal (em torno de -1500 kPa). Essa murcha é irreversivel, isto €, o vegetal ndo se
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recupera, mesmo quando colocado em uma atmosfera com uma umidade relativa de 100%
(VERSTRAETEN et al., 2008).

A umidade presente na capacidade de campo € considerada como 100% e a
umidade presente no ponto de murcha permanente € considerada como zero. O teor de
umidade do solo pode entdo ser expresso como a umidade disponivel em termos da
porcentagem da capacidade do solo (LEWIS et al., 1934).

Entretanto, segundo Denmead & Shaw (1962), a fracdo de dgua disponivel critica
¢ maior quando a demanda evaporativa € mais elevada em funcdo da reducdo precoce da
transpiracdo. Assim, nas regides tropicais, hd um aumento na capacidade do solo para
armazenar dgua acima da capacidade do campo, devido as taxas de evapotranspiracao de alto
potencial diminuirem drasticamente a taxa de transpiracdo do vegetal, mesmo no alto
potencial de 4gua (MOURA et al., 2009).

O estresse hidrico por reducdo da aplicacdo hidrica ocorre quando a &agua
disponivel no solo € reduzida a niveis criticos e as condi¢cdes atmosféricas aumentam a perda
continua de dgua (AKULA & RAVISHANKAR, 2011). A frequéncia e a intensidade desse
estresse constituem os fatores mais importantes a limitacdo da produgdo agricola mundial e
sua ocorréncia em vegetais cultivados afeta acentuadamente alguns processos
morfofisiolégicos, enquanto outros sdo relativamente insensiveis. A irreversibilidade dessas
alteracdes no vegetal depende da duracdo e da severidade da redugdo hidrica, bem como do
gendtipo e do estigio de desenvolvimento da espécie (SILVA & ALCANTARA, 2009).

Um dos principais efeitos da reducao hidrica € a diminui¢do da fixagao de carbono
pelo fechamento estomético (na folha) e pela inibicdo do crescimento (em todo o vegetal). Por
1ss0, as respostas de protecdo da folha devem ser desencadeadas rapidamente para evitar que a
maquinaria fotossintética seja irreversivelmente danificada pelo estresse hidrico. Os sinais
enddgenos sdo os principais intervenientes na resisténcia dos vegetais a esse estresse. Os
sinais enddgenos precoces sdo os de redox que exercem controle sobre o balango energético
da folha, pois regulam a expressao de varios genes ligados a fotossintese (tanto no cloroplasto
como no nucleo) e fornecem a base para a resposta de feedback da fotossintese ao ambiente.
O o6xido nitrico (NO), uma espécie reativa de nitrogénio, também atua como uma molécula de
sinalizacdo, em particular mediando os efeitos de fitohormOnios e outras moléculas de
sinalizacdo primaria em resposta a estimulos ambientais (CHAVES & OLIVEIRA, 2004).

Uma leve deficiéncia hidrica reduz a absor¢do de nitrogénio e outros nutrientes
absorvidos por meio do processo de fluxo de massa. Essas quantidades reduzidas de
nutrientes afetam diretamente todas as caracteristicas morfogénicas e, indiretamente, as

estruturais do dossel. A deficiéncia hidrica, com consequente reducao no aporte de nitrogénio
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e outros nutrientes, reduz o crescimento da parte aérea, com efeito marcante na densidade
populacional de perfilhos, associado a redugdo na assimilacio de CO> e na capacidade
fotossintéticas das folhas (VIEIRA & MOCHEL FILHO, 2010).

A divisao e a expansio celulares sao diretamente inibidas pela deficiéncia hidrica.
A expansao celular é controlada pelo turgor, que depende da dgua e da pressdo osmoética. A
reducdo hidrica limita o alongamento celular dos vegetais através da reducao do turgor celular
(BRUKHIN & MOROZOVA, 2011). Essa reducao do turgor é o mais precoce efeito biofisico
significante da limitagc@o hidrica, consequentemente, a expansao foliar e o desenvolvimento de
hastes, que dependem do turgor, sdo mais sensiveis e sdo os primeiros efeitos percebidos em
um vegetal submetido a seca (TAIZ et al., 2014).

O crescimento mais lento é considerado uma adaptacdo de sobrevivéncia dos
vegetais sob reducao de aplicagdo hidrica, pois permite que os vegetais desviem assimilados e
energia para moléculas protetoras para combater o estresse € melhorar a aquisi¢do de agua.
Por outro lado, a capacidade de acumular (e mais tarde remobilizar) as reservas do caule é
provavelmente uma caracteristica importante para manter o crescimento reprodutivo sob
limitacdo hidrica em vérias espécies (CHAVES & OLIVEIRA, 2004).

A resposta a seca € notdvel, porque os vegetais sob reducao hidrica moderada sdo
muitas vezes quase do mesmo tamanho que os vegetais sem deficiéncia hidrica.
Possivelmente, os vegetais ndo respondem muito fortemente a periodos de seca relativamente
curtos, uma vez que a disponibilidade de dgua depende frequentemente de eventos de chuva
imprevisiveis por natureza. Alterar a alocacdo muito rapidamente pode resultar em um
crescimento sub-6timo apds a restauracdo do abastecimento de dgua (POORTER et al., 2012).

Nos estudos de Muller et al. (2007) e Zhou et al. (2015) foi constatado que a
reducdo hidrica provoca a repressdo da expressdo génica local da expansina, proteina de
parede celular considerada como o regulador-chave da extensdo da parede celular durante o
crescimento do vegetal. Dessa forma, hda, em funcdo da limitagdo hidrica, uma reducdo
significativa de diversos pardmetros de crescimento do vegetal (altura, drea foliar, matéria
fresca e matéria seca), como observados nos estudos de: Hessini et al. (2008) com Spartina
alterniflora (capim-marinho); Bettaieb et al. (2009) com Salvia officinalis (sdlvia); Laribi et
al. (2009) com Carum carvi L. (alcaravia); Silva et al. (2011) com Jatropha curcas L.
(pinhdo-manso); Kordi et al. (2013) e Sirousmehr et al. (2014) com Ocimum basilicum L.
(manjericao); Vazin (2013) com Cuminum cyminum L. (cominho); Stefanelli et al. (2010),
Zsofi et al. (2011) e Niculcea et al. (2013) com Vitis vinifera L. (videira).

O vegetal produz folhas pequenas em solo seco para reduzir o aquecimento dos

tecidos foliares e a transpiracdo, assim, o equilibrio entre a produ¢do de fotoassimilados e a
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demanda para o desenvolvimento dos 6rgaos reprodutivos é afetada diretamente pela reducao
na drea foliar fotossinteticamente ativa, ocasionando, consequentemente, uma limitacdo na
producdo de massa seca do vegetal (SCALON et al., 2011; LIMA et al., 2016). Além disso,
ha uma baixa producao de fotoassimilados com a limita¢do hidrica ocasionada pela redugdo
do potencial hidrico foliar, da transpirac¢do, da atividade de enzimas do Ciclo de Calvin e da
taxa fotossintética, com alteracdo da particdo de assimilados entre as partes do vegetal
(FREIRE et al., 2012) e alocagdo preferencial de producdo de biomassa para as raizes
(COSENTINO et al., 2007; GOVAHI et al., 2015).

A senescéncia ou abscisdo foliar, que € a responsdvel pela redug¢do da area
fotossinteticamente ativa do vegetal no final da cultura, € um processo menos sensivel a
limitacdo hidrica durante o crescimento vegetativo e é considerada uma adaptacdo a longo
prazo do vegetal a reducdo de dgua (SIROUSMEHR et al., 2014; TAIZ et al., 2014). Esse
controle da senescéncia e da abscisao foliar € mediada pelos fitohormonios etileno e 4cido
abscisico (ABA). A sintese do etileno é estimulada pela reducdo hidrica como um recurso
utilizado pelo vegetal para diminuir a transpiracdo e retardar os sintomas da desidratacdo
(GUINN, 1976; SIROUSMEHR et al., 2014). O ABA também tem sua concentraciao
aumentada na deficiéncia hidrica e modula os niveis de etileno (GOMEZ-CADENAS et al.,
1996), além de produzir mudancas fisiolégicas no vegetal que aumentam sua capacidade em
manter o turgor celular para suportar a desidratacdo (FAROOQ et al., 2009). Além disso,
segundo Kosma et al. (2009), hd um retardo no murchamento em vegetais aclimatados a
reducdo hidrica em comparagdo com vegetais ndo aclimatados anteriormente por inducdo de
lipidios cutaneos associados a reducdo da permeabilidade a cuticula, uma adaptacdo que pode
limitar a transpiracdo e atrasar o aparecimento do estresse hidrico durante a seca prolongada.
Desse modo, os vegetais em resposta a deficiéncia hidrica podem desenvolver abscisao foliar
para reduzir a perda hidrica (GU et al., 2007) a partir da regulacdo pela interacdo hormonal
entre o etileno e 0 ABA (KOZLOWSKI, 1997).

Nos estudos de Rivero et al. (2007), foi constatado que a supressao da senescéncia
das folhas em vegetais transgé€nicos induzida pela seca resulta em uma excelente tolerancia a
esse estresse. A reducdo da aplicagdo hidrica provocou aceleracdo da senescéncia com
reducdo da drea verde e da atividade fotossintética em: Glycine max (L.) Merrill (soja)
(BREVEDAN & EGLI, 2003), Astragalus mollissimus Torr (erva-doida) (VALLOTTON et
al., 2012), Phoenix dactylifera L. (tamareira) (ELSHIBLI et al., 2016) e Oryza sativa L.
(arroz) (GUIMARAES et al., 2016).

O aumento da limitacdo hidrica também estd relacionado ao surgimento e ao

aumento da gravidade de doengas fungicas em vegetais (DESPREZ-LOUSTAU et al., 2006;
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OLIVA et al., 2014) e isso pode causar necrose foliar apical tanto por acdo do etileno, cuja
producdo € estimulada pela infeccdo de patdgenos, quanto por dano celular induzido pelo
crescimento intracelular de certas espécies patog€nicas decorrente da redugdo hidrica
(BASHAN, 1994; LUND et al., 1998).

Apesar da limitagdo hidrica ocasionar efeitos negativos nos vegetais de modo
geral, o excesso de dgua também ndo € benéfica para o vegetal. A saturacdo hidrica do solo
pode afetar o crescimento de raizes e da parte aérea dos vegetais, tanto pela inibicdo do
alongamento dos entrends, quanto pela inibi¢do da expansdo das folhas, podendo também
acelerar a senescéncia e abscis@o. Nessa condicdo, a dindmica da fisica do solo € alterada de
maneira significativa pela saturagdo hidrica, uma vez que diminui os espagos aeriferos do solo
limitando as trocas gasosas com a atmosfera, trazendo como consequéncia, alteracdes no
metabolismo das células radiculares (GAZOLA et al., 2014).

O excesso de aplicacao hidrica também provoca estresse e leva a alteragdes no
crescimento e desenvolvimento de espécies vegetais. Pravuschi et al. (2010) verificaram que a
aplicacdo excessiva didria de dgua prejudicou o desenvolvimento de Ocimum basilicum L.
(manjeric@o), implicando em menores produtividades. Nos estudos de Azevedo et al. (2011)
tanto a reducdo quanto o excesso de dgua diminuiram o ndimero de vagens, comprimento e
peso da vagem, nimero de sementes e produtividade de Vigna unguiculata (L.) Walp (feijao).
Dutra et al. (2012), com Helianthus annuus L. (girassol), observaram aumento da altura e
diametro do colmo em condicdes de alagamento. Tavares et al. (2017), no entanto,
constataram tolerancia de Saccharum spp. (cana-de-acticar) ao encharcamento em termos de
producdo e actimulo de biomassa.

A tolerancia ao estresse hidrico € vista em todos os vegetais, mas sua extensao

varia de espécie para espécie (AKULA & RAVISHANKAR, 2011).

2.1.2 Influéncia do nitrogénio no crescimento e desenvolvimento de espécies

vegetais

Os elementos minerais (principalmente nitrogénio, fésforo e nutrientes do solo)
sd0 necessarios para a constru¢do do corpo vegetal, assim como para as reacdes bioquimicas
por serem constituintes importantes de muitas enzimas e cofatores. A falta desses elementos
minerais leva ao comprometimento do crescimento e pode resultar em morte do vegetal
(BRUKHIN & MOROZOVA, 2011).

O nitrogénio é um dos elementos minerais mais abundantes nas espécies vegetais

e € essencial para a sobrevivéncia, o crescimento e o desenvolvimento dos vegetais, pois esta
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envolvido na formacdo de moléculas importantes, como proteinas, 4cidos nucléicos e clorofila
(NETO & MACEDO, 2017).

Os vegetais, ao contrdario dos animais, tém a capacidade de assimilar o nitrogénio
inorginico do ambiente e sintetizar todos os vinte aminodcidos encontrados em proteinas e os
outros compostos organicos nitrogenados utilizados por elas (STEFANELLI et al., 2010).

O nitrogénio utilizado pelo vegetal geralmente vem da aplicacio de fertilizantes e,
embora a atmosfera seja composta principalmente de nitrogé€nio, apenas alguns vegetais
podem converter o nitrogénio atmosférico, N2, em formas disponiveis para o vegetal por meio
de um processo bioldgico simbidtico envolvendo bactérias diazotrdpicas e raizes do vegetal.
As formas inorganicas de nitrogénio disponiveis para o vegetal incluem: nitrato, NOs; nitrito,

NO;’; e amdnia, na forma do fon amoénio, NHs* (MOKHELE et al., 2012) (Figura 2).

Figura 2 - Absorcao de nitrogénio pelos vegetais.
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Fonte: Buchanan et al. (2015).

A forma preferencial de absorcdo € o NOs; que € fornecido a zona de crescimento
foliar na forma de aminodcidos por meio de um processo que envolve uma série de etapas
metabdlicas e de transporte. Contudo, ainda ndo estdo totalmente esclarecidos: o tempo
necessdrio para que esse processo se conclua, a quantidade de nitrogénio nos diferentes
compartimentos relacionados ao crescimento foliar do vegetal e o efeito da deficiéncia de

nitrogénio nesse processo (LEHMEIER et al., 2013).
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A ureia, (NH2)>CO, provavelmente € a fonte de nitrogénio mais utilizada nas
fertilizagdes nitrogenadas (MOKHELE et al., 2012) e a perda de nitrogénio na producdo pode
ser atribuida aos efeitos combinados de desnitrificac@o, volatilizacdo e lixiviagdo. A absorcao
de nitrogénio pelas culturas estd intimamente relacionada as condicdes de enraizabilidade do
solo e quando os fertilizantes nitrogenados sao aplicados a superficie sem incorpora¢do, como
nos sistemas de plantio direto, as perdas de nitrogénio podem exceder 40%, e essas perdas sao
geralmente maiores sob condi¢des tropicais (MOURA et al., 2012).

Os niveis de nitrogénio no solo, podem ser classificados segundo o teor de
nitrogénio total do solo em: muito baixos (0.3-0.5%), baixos (0.6-1.0%), moderadamente
baixos (1.1-1.5%), médios (1.6-2.0%) e moderadamente altos (2.1-2.4%) e as taxas de
fertilizantes recomendadas para diferentes culturas com base no nivel de disponibilidade de
nitrogé€nio sdo: 20-200 kg N/ha em nivel baixo, 10-100 kg N/ha em nivel médio e nenhum-50
kg N/ha em alto nivel de disponibilidade de nitrogénio (CHUDE et al., 2012). Segundo Raij et
al. (1996) e Chude et al. (2012) a dose de 90 kg/ha pode ser recomendada para culturas
medicinais em condic¢des tropicais.

O baixo consumo de nitrogénio reduz a taxa de alongamento da folha pela
diminui¢do na taxa de producdo celular e no comprimento final da célula. A deficiéncia de
nitrogénio limita o crescimento foliar aumentando a duracdo do ciclo celular e diminuindo as
taxas de alongamento mitético e pés-mitético, atrasando a maturacdo celular (KAVANOVA
et al., 2008).

A deficiéncia de nitrogé€nio ocorre em diferentes estdgios. Na deficiéncia leve,
todo o vegetal aparece uniformemente de cor verde claro. Se a deficiéncia se torna grave, uma
clorose amarela palida comeca na ponta das folhas velhas e prossegue para a base ao longo da
nervura central em um padrao em forma de V. Em seguida, a necrose castanha inicia-se a
partir da ponta da folha e prossegue em direcdo a base foliar e, finalmente, as folhas mais
velhas afetadas tornam-se castanhas palidas e morrem (VIECELLI, 2017).

De modo geral, os sintomas de estresse por deficiéncia de nitrogénio no vegetal
sdao bem caracterizados. O sintoma inicial tipico € a clorose de folhas velhas, pois o vegetal,
diante da escassez desse nutriente e por ele ser de fécil redistribui¢do via floema, o transloca
das folhas mais velhas e intermedidrias para os 6rgdos ou folhas mais novas para garantir o
crescimento € o desenvolvimento satisfatérios. A reduc¢do do crescimento € outro sintoma
tipico observado em vegetais com deficiéncia nitrogenada (CARMONA, 2015), em razao de
o vegetal possuir duas fontes distintas de nitrogénio para o crescimento foliar: o nitrogénio da
absor¢do e assimilacdo que € transferido diretamente para a folha em crescimento e o

nitrogénio da redistribui¢cdo de compostos organicos (reciclagem) (LEHMEIER et al., 2013).
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Além disso, segundo os estudos de Hanaoka et al. (2002), com genoma de
Arabidopsis thaliana, ha um aumento da senescéncia com a deficiéncia de nitrogénio a partir
da regulacdo da reparticdio de nitrogénio. A reparticdo de nitrogénio contribui
significativamente para a eficiéncia e produtividade do uso de nitrogénio do vegetal e é
especialmente necessdria durante a senescéncia da folha e quando os vegetais sdo cultivados
sob baixa disponibilidade de nitrato, pois contribui para a manuten¢do da homeostase celular,
equilibrio C:N e metabolismo redox (MASCLAUX-DAUBRESSE, 2016).

A necrose foliar apical ¢ um processo fisiolégico relacionado a dinamica do
nitrogénio na folha e de acordo com Van Den Berg et al. (2007, 2008) os agentes patogénicos
utilizam nutrientes foliares e podem assim acelerar a necrose apical fisiolégica e, desde que os
beneficios da redu¢do da doenca pela necrose apical precoce superem o custo da perda de
material foliar sauddvel, como no caso de alta disponibilidade de nutrientes, o vegetal pode
utilizar a necrose como um recurso de defesa a algumas doencas, pois agentes patogénicos
biotréficos ndo crescem em material foliar necrético.

Ja foram constatadas alteracdes no crescimento provocadas pela deficiéncia de
nitrogénio nos estudos de: Saitoh et al. (2000) com cultivar Nipponbare de Oryza sativa L.
(arroz); Wang et al. (2012) com Fraxinus mandshurica Rupr. (freixo); Maia et al. (2014) com
Jatropha curcas L. (pinhdo-manso); Kovécik & Klejdus (2014) com Matricaria chamomilla
L. (camomila); Kuscu et al. (2016) com Capsicum annuum L. (pimentdo); e Zaghdoud et al.
(2016) com Brassica oleracea L. var. italica (brocolis).

Contudo, o excesso de nitrogénio também € prejudicial para o vegetal, como: em
Pinus sylvestris L. (pinheiro-da-escocia) em houve alteracdes ultraestruturais (cloroplasto e
membrana plasmatica) e nos tecidos (feixe vascular e esclerénquima) (JOKELA et al., 1995);
em Zea mays L. (milho) (SANGOI et al., 2001) e em Triticum aestivum L. (trigo) (KONG et
al.,, 2017) em que ocorreu diminui¢do do nimero de graos e rendimento; e em Ocimum
basilicum L. (manjericdo) em que a altura média, o comprimento e a largura das laminas
foliares diminufram & medida que a dose desse nutriente aumentou (NURZYNSKA-
WIERDAK et al., 2012).

A saturacdo nitrogenada leva ao maior crescimento da parte aérea em relagao ao
sistema radicular, deixando o vegetal mais suscetivel as deficiéncias hidrica e de nutrientes,
principalmente fésforo e potdssio (FELTRIM, 2010). O aumento exagerado da area foliar
pode causar autossombreamento com reducdo da efici€éncia e transpiracdo fotossintética
(LARANIJEIRA et al., 2016). Em culturas horticolas, a fertilizacdo nitrogenada exagerada

geralmente leva a um crescimento vegetativo excessivo em detrimento ao desenvolvimento de



28
frutos, com impacto na qualidade, e pode estimular o surgimento de doencas fingicas
(ERNANI, 2003; STEFANELLI et al., 2010).

O ciclo vegetativo com altas concentracdes de NHs4* pode levar a morte do

vegetal, porém, as concentracdes toleradas variam de espécie para espécie (KERBAUY,

2012; TAIZ et al., 2014).

2.1.3 Influéncia da interacao agua-nitrogénio no crescimento e desenvolvimento de

espécies vegetais

A compreensdo historica e conceitual da limitagdo de nutrientes € essencialmente
uma limita¢do de um unico nutriente derivada da Lei do Minimo de Liebig, segundo a qual a
adicao de um segundo novo recurso limitante aumentard ainda mais o rendimento do vegetal,
no entanto, apenas um unico recurso € sempre limitante a qualquer momento. A Lei do
Minimo de Liebig foi desenvolvida para descrever as restricdes sobre a producao de vegetais
de culturas individuais, mas ndo as comunidades biologicamente diversas de vegetais e
ecossistemas. A limitacdo multipla que vegetais sofrem (de mais de um nutriente ou outros
tipos de interacdes entre recursos limitantes) ¢ denominada de “co-limitagdao” (HARPOLE et
al., 2011).

O conceito de co-limitacdo de dgua e nitrogénio € usado com frequéncia para
descrever como esses recursos competidores sdo alocados durante o crescimento e a teoria
proposta € que o crescimento € maximizado quando a dgua e o nitrogénio sdo igualmente
limitantes (RIAR et al., 2016). Teoricamente, para um dado nivel de nitrogénio ou estresse
hidrico, as culturas tém melhor desempenho quando ocorre a co-limitacdo (COSSANI et al.,
2010).

A 4gua e o nitrogénio estdo ligados de varias maneiras. Nas situagdes em que a
dgua limita o crescimento vegetal, a biomassa reduzida diminui a demanda de nitrogénio.
Reciprocamente, a limitacdo de nitrogénio durante o desenvolvimento vegetal reduz o indice
de area foliar e aumenta a evaporagao do solo: razdo de transpira¢do. A reducdo hidrica afeta
a demanda de nitrogénio impulsionada pelo crescimento (biomassa potencial x concentracao
critica de nitrogénio), concentracdo critica de nitrogénio e suprimento (disponibilidade de
nitrogénio na superficie da raiz) e assimilacdo e particdo de nitrogénio. Enquanto que a
deficiéncia de nitrogénio reduz o rendimento por unidade de evapotranspiragao,
principalmente reduzindo a biomassa por transpiracdo de umidade, aumentando a evaporagao

do solo e diminuindo a transpiragao (SADRAS et al., 2016).
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Na produgdo agricola, as influéncias da dgua e do nitrogénio no crescimento dos
vegetais ndo sdo independentes umas das outras e muitas vezes elas interagem. A deficiéncia
hidrica reduz a absorc¢ao de nitrogénio como resultado da diminui¢do da captag¢do de dgua e da
taxa de transpiracdo. Por outro lado, a redugcdo de nitrogénio diminui a condutividade
hidraulica da raiz, afetando assim o estado da dgua das folhas e o crescimento foliar (LI et al.,
2016). Além disso, pH, teor de célcio no solo e as caracteristicas fisicas do solo podem
influenciar na interacdo dgua-nitrogénio (ROCHA JUNIOR et al., 2016) .

A maioria dos modelos de culturas existentes atualmente na agronomia utilizam
nitrogénio e 4gua de forma eficiente, mas exibem diferentes pontos de vista sobre sua
interagdo. De modo geral, os fluxos de nitrogénio mineral no xilema sdo reduzidos sob
deficiéncia hidrica e a assimila¢do € mais sensivel a escassez de 4gua (GONZALEZ-DUGO
et al., 2010).

Existe uma tendéncia a baixa resposta a fertilizacdo nitrogenada no ciclo
vegetativo de algumas espécies. A baixa eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio-fertilizante
(EUNF) € atribuida: a fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico; as perdas por lixiviagdo de
nitrogé€nio-fertilizante; as condi¢des climdticas, como temperatura e pluviosidade, dentre
outras. Uma possivel forma de elevar a EUNF com aumento de produtividade da cultura seria
a identificacdo e exploracdo do chamado "efeito sinérgico", definido como as interagdes
positivas de elementos que atuam em conjunto, promovendo elevacdo do crescimento e
desenvolvimento vegetal (GAVA et al., 2011).

Segundo Scagel et al. (2011), varios pesquisadores sugerem que o aumento da
frequéncia de aplicagdo hidrica pode compensar certas deficiéncias nutricionais, € menores
rendimentos de vegetais irrigados com menor frequéncia podem ser resultado da falta de
nutrientes em vez de escassez de dgua. Inclusive, no estudo desenvovido por esse autor com
cultivares do género Rhododendron foi comprovado que o aumento da frequéncia de
aplicacdo hidrica diminui a eficiéncia de absor¢do de nitrogénio, aumenta a eficiéncia de uso
do nitrogénio e altera a biomassa com pouca influéncia na biomassa total do vegetal.

Na literatura ja foi constatado o efeito de interacdo positiva entre nitrogénio e
dgua em culturas de Cucumis melo L. (meldo), Saccharum ssp. (cana-de-agucar) e Zea mays
L. (milho) em trabalhos desenvolvidos por Andrade (2006), Quaye et al. (2009) e Kolln
(2012), respectivamente. Macedo et al. (2006) obtiveram aumento na produtividade comercial
de bulbos de Allium sativum L. (alho) com a fertilizagdo nitrogenada feita tardiamente
associada a suspensao da aplicagdo hidrica.

A produgdo de biomassa em vegetais de ciclo C4, por exemplo, € afetada pela

limitacdo de 4dgua e de nitrogé€nio. H4 correlac@o positiva entre a disponibilidade de dgua e
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nitrogénio na atividade das enzimas rubisco e fosfoenolpiruvato carboxilase, na taxa de
fixacdo de carbono e na producdo de biomassa. Em contrapartida, foi verificada correlagdo
negativa no fracionamento isotépico de carbono e na saida de gds carbOnico da bainha. Ha
aumento do estoque de nitrogénio no vegetal em funcdo da aplicac@o hidrica e esse estoque de
nitrogénio estd diretamente relacionado com a produg¢do de biomassa. O acumulo de
nitrogénio nos tratamentos com maior taxa de aplicacdo hidrica € maior porque o nitrogénio
entra em contato com as raizes quase exclusivamente por fluxo em massa (KOLLN, 2012).

Os efeitos da deficiéncia hidrica sdo dificeis de serem dissociados dos efeitos
correspondentes de menor disponibilidade de nitrogénio que inevitavelmente se verificam
nessas condi¢des. Todavia, é importante considerar que os processos fisiolégicos por meio
dos quais essas limitacdes operam sdo diferentes. A defici€ncia hidrica limita a absorc¢do de
carbono pela limitacao das trocas gasosas quando do fechamento dos estdmatos, enquanto o
nitrogé€nio limita a resposta fotossintética por limitagao na concentracao da clorofila (VIEIRA
& MOCHEL FILHO, 2010).

Os estudos de Ren et al. (2011, 2013) comprovaram que a longevidade foliar é
reduzida pelo aumento da disponibilidade hidrica e de nitrogénio, isolados e em interagao,
principalmente por meio da alteracdo da producdo de etileno, envolvido no controle da
senescéncia e abscisdo na folha.

Além disso, em tecidos vegetais sob redu¢do hidrica hd um acimulo de prolina
(um amimodcido nitrogenado osmoprotetor) ocasionado pela rotatividade proteica em funcao
da reducgdo de nitrogénio (FERREIRA et al., 2002). Prolina é um dos osmdlitos compativeis
mais comuns em vegetais sob deficiéncia hidrica e seu acimulo em vegetais desidratados
ocorre tanto pela ativacdo da sua biossintese quanto pela inativagdo da sua degradacdo
(YOSHIBA et al., 1997). Ferreira et al. (2002) demonstraram que enzimas envolvidas na
biossintese e na degradagdo da prolina, como a redutase do nitrato, a glutamina sintetase e a
glutamato sintase dependente de ferredoxina, ndo sofrem alteracdo de suas atividades pela
deficiéncia hidrica durante o processo de incorporacdo de amodnia a compostos organicos,

ocasionando a adaptacdo de espécies a situagdes de seca.

2.2 METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS DE ESPECIES VEGETAIS

O metabolismo dos vegetais pode ser definido como o conjunto total das
transformagdes das moléculas organicas, catalisadas por enzimas, que ocorre nas células
vivas, suprindo o organismo de energia, renovando suas moléculas e garantindo a

continuidade do estado organizado (SILVA & ABREU LIMA, 2016).
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O metabolismo vegetal varia de acordo com sua fisiologia e pode ser dividido em
primdrio e secunddrio (SOUSA & SOUSA, 2017) e os compostos quimicos que sao
formados, degradados ou transformados recebem o nome de metabdlitos (SIMOES et al.,
2017), os quais também sao divididos em dois grupos, metabolitos primdrios e secundarios
(LATTANZIO, 2013).

Os metabdlitos primdrios estdo relacionados com processos de fotossintese,
respiracdo e transporte de solutos e proporcionam fungdes essenciais para a sobrevivéncia, o
desenvolvimento e a reproducdo dos vegetais (SEYFRIED et al., 2016). Proteinas, lipideos,
acidos nucleicos, aminodcidos e carboidratos fazem parte desse grupo (KERBAUY, 2012).

Ao contrario dos metabdlitos primérios, os metabdlitos secundarios sdo um
grande grupo de fitoquimicos que ndo estdo diretamente envolvidos nos processos vitais do
vegetal (GUPTA et al., 2017), mas sdo componentes importantes no mecanismo de defesa
contra parasitas (fungos, insetos, bactérias), nas caracteristicas atrativas para agentes
polinizadores e dispersores de sementes, nas relacdes de competicdo entre vegetais e de
simbioses entre vegetais e micro-organismos (OLIVOTO et al., 2017) e podem conferir
protecao contra estresses ambientais (AKULA & RAVISHANKAR, 2011).

Enquanto os metabdlitos primérios sdo de ocorréncia ampla e generalizada, os
metabolitos secunddrios sdo considerados de ocorréncia restrita e, podem, inclusive, serem
utilizados para a classificagdo quimiotaxdmica de uma espécie vegetal (SINGH, 2016).

A disponibilidade de recursos de carbono, nitrogénio e enxofre tem um grande
impacto na producdo de classes especificas de metabdlitos primarios e, consequentemente,
nos niveis e composi¢cao de seus metabdlitos secundarios. Os vegetais sintetizam uma miriade
de metabdlitos secunddrios que sdo derivados do metabolismo central ou primério. Mais de
cem mil fitoquimicos foram isolados de diferentes fontes de vegetais até o momento e esses
fitoquimicos sdo sintetizados nos vegetais para uma necessidade especializada em um
conjunto especifico de condi¢des ecoldgicas, pois sua biossintese € altamente consumidora de
energia. A biossintese e a acumulacio de metabdlitos secunddrios em vegetais sdo o resultado
de uma regulacdo rigorosa de suas mdquinas biossintéticas (GUPTA et al., 2017) e sdo
controladas no nivel de expressdao génica por fatores especificos do desenvolvimento e do
tecido ou por sinais externos (FITS & MEMELIN, 2000).

Os metabdlitos secunddrios apresentam estruturas complexas, baixa massa
molecular e distintas atividades bioldgicas (SEYFRIED et al., 2016) e s@o utilizados pelo
homem como produtos farmacéuticos, cosméticos, corantes, flavorizantes, inseticidas, dentre
outros (GUPTA et al.,, 2017). Alguns dos principais grupos de metabdlitos secundarios

incluem glicosideos, alcaloides, dleos essenciais, flavonoides, fenois e terpenoides (SINGH,
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2016) e podem ser divididos em trés grupos principais quimicamente distintos: terpenos,

compostos fendlicos e compostos nitrogenados (OLIVOTO et al., 2017) (Figura 3).

Figura 3 - Rotas biossintéticas de espécies vegetais.
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2.2.1 Compostos terpénicos

Os terpenos ou isoprenoides sdo hidrocarbonetos bastante distribuidos no reino
vegetal com grande diversidade estrutural, geralmente insoliveis em dgua, principalmente
ciclicos e classificados de acordo com a quantidade de unidades Cs em: hemiterpenos (uma
unidade Cs); monoterpenos (duas unidades Cs); sesquiterpenos (trés unidades Cs); diterpenos
(quatro unidades Cs); sesterpenos (cinco unidades Cs); triterpenos (seis unidades Cs);
tetraterpenos ou carotenoides (oito unidades Cs); e politerpenoides (mais de oito unidades Cs)

(SINGH & SHARMA, 2015; SOUSA & SOUSA, 2017) (Figura 4).
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Figura 4 - Classificacao e estrutura quimica geral dos terpenos.
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O primeiro passo na biossintese de terpenoides € a formagao de unidades Cs como
isopentenil difosfato (IPP) ou dimetilalil difosfato (DMAPP) que sdo sintetizados por duas
vias compartimentadas: do 4dcido mevalonico (MEV) que ocorre no citoplasma, reticulo
endoplasmadtico e peroxissomos; e do metileritritol fosfato (MEP), que ocorre nos plastideos.
No citoplasma ocorre a condensa¢do de trés unidades de acetil CoA que resulta na formagao
de 3-hidroxi-3-metilglutaril, que é reduzido a MEV, que por sua vez é convertido em
mevalonato-5-difosfato  por fosforilacdo. O  mevalonato-5-difosfato entdo  sofre
descarboxilagdo e € convertido em IPP e posteriormente em DMAPP. Nos plastideos ocorre a
condensacgdo do acido pirtvico e do gliceraldeido-3-fosfato que leva a sintese do 5-fosfato de
1-desoxi-d-xilulose que € reduzido a MEP. A conjugacdao de MEP e 4-citidina 5-difosfato leva
a formacao de 4-citidina 5-difosfo-2-C-metil eritritol que € convertido em 2-C-metil eritritol
2,4-ciclodifosfato e depois em hidroximetilbutenilo 4-difosfato. O hidroximetilbutenilo 4-

difosfato entdo forma os compostos IPP e DMAPP (SINGH & SHARMA, 2015) (Figura 5).



Figura 5 - Biossintese dos terpenos via acido mevalonico (MEV) e via metileritritol fosfato (MEP).
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Legenda: IPP = isopentenil difosfato; DM APP = dimetilalil difosfato; FPP = farnesil pirofosfato.
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A medida que o nimero de unidades de carbono aumenta, a diversidade quimica
dos terpenoides também aumenta. Cerca de mil monoterpenos (onde limoneno e a-pineno sao
os mais comuns) e de cinco mil sesquiterpenos (onde o mais universal é p-cariofilina) ja

foram detectados nos vegetais (ORMENO & FERNANDEZ, 2012).

2.2.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo assim chamados por possuirem um grupo hidroxila
funcional em anel aromdtico. Esse grupo de metabdlitos secunddrios constitui um grupo
quimicamente heterogéneo, com aproximadamente dez mil compostos. Esses compostos
podem ser sintetizados por duas rotas metabdlicas: a via do dcido chiquimico e a via do dcido
malonico (SOUSA & SOUSA, 2017).

A via do 4cido maldnico € principal rota biossintética de fendis em vegetais
inferiores, enquanto que nos vegetais superiores a via do &4cido chiquimico € a mais
importante na formacdo dos compostos fendlicos. A via do acido chiquimico comeg¢a no
citoplasma a partir de carboidratos simples e prossegue para os aminodcidos arométicos
(Figura 6). O passo chave nessa via é a conversdo da fenilalanina em 4cido cindmico pela
eliminagdo de uma molécula de amonia catalisada pela enzima fenilalanina amonia-liase
(PAL) (OZEKER, 1999). A sintese de fenilalanina comeca com carboidratos se
transformando em eritrose-4-fosfato (via das pentoses fosfato) e fosfoenolpiruvato (glicélise),
que entram na via metabdlica do acido chiquimico. A desaminacao da fenilalanina pela PAL €
a primeira etapa crucial na biossintese da grande maioria dos compostos fendlicos. Além de
seu envolvimento na producdo de compostos fendlicos compostos, a oxidacao da fenilalanina
também leva a formacdo de tirosina, o precursor das catecolaminas (EWANE et al., 2012).
Outras enzimas importantes sd@o a polifenol oxidase (PPO) e peroxidase (POD), principais
enzimas envolvidas nas reagdes oxidativas dos compostos fendlicos (VITTI et al., 2011),
como na biossintese de quinonas (NGADZE et al., 2012).

As principais classes dos compostos fendlicos sao: fendis simples (fenol,
benzoquinona, pirogalol, pirocatecol); dcidos fendlicos, do tipo dcidos benzoicos ou
hidroxibenzoicos (dcidos gélico e elagico) e 4cidos cindmicos ou hidroxicinamicos (4cidos
cafeico, cumdrico, ferdlico e clorogénico); flavonoides das subclasses 4-oxoflavonoides e
antocianidinas; ligninas; e taninos (formas condensadas). Os vegetais sintetizam também

formas fendlicas relacionadas com macromoléculas ndo fendlicas e ligadas a parede celular



36

vegetal (como cutina e suberina) e pequenas moléculas fendlicas denominadas de

fenilpropanos ou fenilpropanoides (EWANE et al., 2012) (Figura 6).

Figura 6 - Principais classes de compostos fendélicos sintetizados via acido chiquimico.
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Fonte: adaptado de Ewané et al. (2012).

Fenilpropanoides e fenois compartilham a rota biossintética da via chiquimato
(Figura 6). PAL e tirosina amonia liase (TAL) catalisam a desaminagdo ndo oxidativa da
fenilalanina em trans-cinamato e direcionam o fluxo de carbono da via chiquimato para os
varios ramos do metabolismo geral do fenilpropandide. Os trés passos iniciais da via
catalisada por PAL, cinamato 4-hidroxilase (C4H) e 4-cumaroil CoA-ligase (4-CL) sdo
obrigatdrios e fornecem a base para todos os ramos subseqiientes e metabdlitos resultantes. Os
passos subsequentes a PAL, que levam a mondmeros de fenilpropanoides (com excecdo do
cinamato 4-hidroxilase), sdo codificados por pequenas familias de genes em todas as espécies
vegetais. No que diz respeito ao seu impacto no metabolismo dos fenilpropanoides, parece
surpreendente que entre os cerca de 300 genes funcionais que codificam o citocromo P450, a
4-hidroxilag¢do do trans-cinamato em 4-cumarato seja codificada apenas por um tnico gene. O

passo subsequente, codificado pela pequena familia de genes das ligases 4-CL, canaliza os
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ésteres de CoA aromdticos resultantes para diferentes vias biossintéticas. O 4-cumaroil-CoA
representa provavelmente o ramo mais importante dentro do centro biossintético de

fenilpropanoides em vegetais (VOGT, 2010) (Figura 7).

Figura 7 - Biossintese de fenilpropanoides.
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Fonte: adaptado de Li et al. (2017).

Legenda: CAAT = édlcool cumaril acetil transferase; CAD = dlcool cinamil dehidrogenase; CFAT = dlcool
coniferil acetil transferase; CCOMT = cafeoil-CoA O-metiltransferase; CCR = cinamoil-CoA redutase; C3H =
p-cumaroilchiquimato 3'-hidroxilase; C4H = cinamato 4-hidroxilase; 4CL = 4-cumaroil CoA ligase; COMT =
acido cafeico O-metiltransferase; CvOMT =chavicol O-metiltransferase; CVS = chavicol sintase; EGS = eugenol
sintase; EOMT = eugenol O-metiltransferase; FSH = ferulato-5-hidroxilase; HCT = hidroxicinamoil-CoA
chiquimato/cinato hidroxicinamoil transferase; PAL = fenilalanina amonia liase.

2.2.3 Compostos nitrogenados

Os metabdlitos secunddrios que possuem nitrogénio em sua estrutura sao
conhecidos como compostos nitrogenados. Nessa categoria estdo substancias relacionadas
com a defesa do vegetal contra herbivoros e também a propriedades toxicas ou alucindgenas.
Os compostos nitrogenados podem ser subdividos, principalmente, em: alcaloides, glicosideos
cianogénicos e glucosinolatos (TAIZ et al., 2014).

Existem trés tipos principais de alcaloides: alcaldides verdadeiros, protoalcaloides

e pseudoalcaloides. Os alcaloides verdadeiros (como purina, piridina e quinina) compartilham
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o nitrogénio derivado de aminodcidos (ornitina, lisina, fenilalanina, tirosina, triptofano e
histidina) com o anel heterociclico (os aminoacidos descarboxilados sdo condensados com
uma porcdo estrutural ndo azotada), enquanto que os protoalcaloides (como hordenina,
mescalina e ioimbina) sdo compostos em que o dtomo de nitrogénio derivado de aminoacidos
(tirosina e triptofano) nao é uma parte do anel heterociclico (Figura 8). Os pseudoalcaloides
(como conina, capsaicina, efedrina, solanidina, cafeina, teobromina e pinidina) sdo compostos
cujos esqueletos basicos de carbono nao sao derivados de aminoécidos e sim dos precursores
dos aminodcidos, do processo de degradagao dos aminoacidos ou até mesmo de precursores
nao-aminodcidos (os pseudoalcaloides podem ser derivados de acetato, fenilalanina e
terpenos, bem como alcaldides esteroidais, d4cido nicotinico e dcido antranilico)

(ANISZEWSKI, 2007).

Figura 8 - Estrutura basica de alcaloides nao heterociclicos ou protoalcaloides (I) e

alcaloides heterociclicos ou alcaloides verdadeiros (II).
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Fonte: Horvath et al. (2014).

Os glicosideos cianogénicos sdo um grupo de compostos secunddrios contendo
nitrila que produzem cianeto de hidrogénio (cianogénese) apds sua degradacdo enzimdtica
(BOLARINWA et al., 2016). Estruturalmente, esses compostos sdo caracterizados como o-
hidroxinitrilos (cianidrinas) que sdo estabilizados por glicosilagio (GLEADOW & M@LLER,
2014) (Figura 9). Apesar da grande diversidade estrutural de glicosideos cianogénicos,

acredita-se que quase todos sejam derivados de apenas seis diferentes aminodcidos: valina,
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isoleucina, leucina, fenilalanina, tirosina e ciclopentenila-glicina (um aminodcido ndo
proteico). Os glicosideos cianogénicos desempenham um papel crucial na organizagcdo do
sistema de defesa quimica em vegetais e em interacoes com insetos (BOLARINWA et al.,
2016).

Figura 9 - Esquema da cianogénese a partir do glicosideo cianogénico em vegetais.
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Fonte: adaptado de Curtis et al. (2002).

Os glucosinolatos sao metabolitos secunddrios que apresentam enxofre e
nitrogénio em sua estrutura e tem a capacidade de controlar o crescimento de micro-
organismos patogénicos no vegetal (ARRIAGA-MADRID et al., 2017). Esses compostos
possuem uma estrutura central comum caracterizada pela presenca de um grupo B-D-
tioglucose ligado a uma aldoxima sulfonada e uma cadeia lateral varidvel (R) derivada de
aminodcidos (YAMANE et al., 2010) (Figura 10). Os glucosinolatos ocorrem naturalmente
como sais de sulfato e s@o, portanto, compostos muito polares classificados como alifaticos,
arométicos e inddlicos, dependendo do aminodcido do qual s@o derivados (SOLEDADE et al.,
2010): alifdtico glucosinolatos derivados de metionina, isoleucina, leucina ou valina;
glucosinolatos aromdticos derivados de fenilalanina ou tirosina; e glucosinolatos inddlicos

derivados do triptofano (REDOVNIKOVIC et al., 2008).

Figura 10 - Estrutura quimica geral de glucosinolatos.
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2.2.4 Fatores extrinsecos que influenciam o metabolismo vegetal

Os vegetais podem sintetizar todos os vinte aminodcidos essenciais encontrados
em proteinas e os outros compostos organicos nitrogenados utilizados por elas (SCHERTL et
al., 2017). Direta ou indiretamente, a transaminagao € responsavel pela formacao do grupo 2-
amino de todos os vinte aminodcidos do vegetal, tendo como precursores em comum:
aspartato, piruvato, eritrose-4-fosfato, glutamato e fosfoglicerato. A regulacdo dessas vias
envolve mecanismos de retroinibi¢do de enzimas alostéricas em pontos-chave da via
biossintética e dentre os fatores de indugdo enzimadtica tem-se: a) o estresse por injdria e
infec¢do de patogenos, principalmente na produg¢do de aminodcidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina e triptofano) sintetizados a partir do fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato, importante
caminho metabdlico na producdo de metabdlitos secunddrios; b) e o estresse hidrico que
provoca elevados teores de prolina (sintetizada via glutamato) na tentativa de diminuir o
potencial hidrico e reter agua (KERBAUY, 2012).

A sintese dos metabdlitos secunddrios depende diretamente da producdo dos
metabolitos primdrios resultantes de processos fisiologicos bdsicos dos vegetais, como
fotossintese e glicolise. Qualquer fator capaz de alterar os mecanismos fisiolégicos do
vegetal, como luz, temperatura, vento, umidade e potencial hidrico, acarreta na maior ou
menor producdo de metabdlitos primdrios, como carboidratos e proteinas, e
consequentemente, altera a produgao de metabdlitos secundédrios, como heterosideos
cianogénicos, resinas, fendis simples, taninos, terpenos, saponinas, flavonoides, antocianinas,
antocianidinas, alcaloides, cumarinas e os componentes de 6leos essenciais (TAIZ et al.,
2014; OLIVOTO et al., 2017).

Fatores intrinsecos, relacionados a genética do vegetal, como a disponibilidade de
pigmentos fotossintetizantes ou de enzimas e cofatores, assim como os fatores extrinsecos,
decorrentes do ambiente no qual o vegetal se encontra, podem redirecionar a rota metabdlica,
ocasionando a biossintese de diferentes compostos. Ressalta-se que os fatores extrinsecos
podem apresentar correlacdes entre si, ndo atuando isoladamente, podendo exercer influéncia
conjunta no metabolismo secundario do vegetal (MORALIS, 2009; SIMOES et al., 2017).

Dentre os diversos fatores que influenciam a sintese de metabdlitos primdrios e
secunddrios no vegetal merecem destaque: as interagdes entre vegetais, vegetais/micro-
organismos e vegetais/insetos; idade e estigio de desenvolvimento; luminosidade;
temperatura; sazonalidade; pluviosidade; nutricdo; época e hordrio de coleta; bem como

técnicas de colheita e pds—colheita (GOBBO-NETO & LOPES, 2007) (Figura 11).
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A deficiéncia hidrica leva a diminui¢do da fotossintese pela diminuicdo da
assimilacdo de carbono gerada pelo fechamento estomdtico e somente em estresse muito
severo € que ocorre a diminui¢do da atividade da enzima rubisco e do teor de ribulose
bifosfato. Os eventos primdrios da fotossintese, como a capacidade de transporte de elétrons,

sdo muito resistentes a seca (CHAVES & OLIVEIRA, 2004).

Figura 11 - Principais fatores que podem influenciar o acimulo de
metabdlitos secundarios em uma espécie vegetal.

Ritmo circadiano

\\\\ .
indice pluviométrico
Sazonalidade ' Radiacdo UV

/ Composigdo CO, 50,
n*u \ atmosférica NO, O,
»l -~

=== Herbivoria e
Ataque de patégenos

Fonte: Gobbo-Neto & Lopes (2007)

A redugdo na atividade fotossintética pela redugdo na assimilacdo do CO; também
¢ um indicador do efeito da deficiéncia hidrica de um vegetal. A fotossintese desempenha
importante papel na producdo de uma cultura, pois o rendimento é potencialmente
influenciado pela duracio da taxa de acumulacdo de carboidratos. A deficiéncia hidrica pode
afetar a utilizacdo de carboidratos, por alterar, basicamente, a eficiéncia com que os
fotoassimilados sdo convertidos para o desenvolvimento de partes novas no vegetal
(SANTOS & CARLESSO, 1998; NIINEMETS, 2016).

O vegetal, inclusive, € capaz de adotar estratégias adaptativas a deficiéncia hidrica
que mantém seu rendimento e aumenta a porcentagem de proteinas semelhantes as deidrinas e
enzimas especificas, tais como sacarose sintase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, que
podem exercer papel dominante no metabolismo do acticar nessas condi¢des (PELAH et al.,

1997).
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Geralmente, na deficiéncia hidrica ocorrem alteracdes na propor¢cdo entre as
clorofilas “a” e “b” e carotenoides, além de estresse oxidativo com aumento nos teores de
flavonoides e antocianinas. Os flavonoides tém funcdes protetoras durante esse estresse € 0s
tecidos de vegetais que contém antocianinas sido bastante resistentes a seca (AKULA &
RAVISHANKAR, 2011). Entretanto, o entendimento da resposta quimica vegetal a
deficiéncia hidrica é complexa. Nas folhas de Ocimum basilicum L (manjericdo) ja foi
relatado tanto aumento do teor de clorofila com acimulo de espécies reativas de oxigénio
(HEIDARI & GOLPAYEGANI, 2012), quanto reducdo do teor de clorofila e aumento do
antioxidante prolina (KORDI et al., 2013) na deficiéncia hidrica.

As atividades de enzimas importantes da biossintese de metabdlitos secundarios
sao influenciadas por fatores extrinsecos. Por exemplo, as enzimas chaves na biossintese de
compostos fendlicos e fenilpropanoides, como fenilalanina amodnia-liase (PAL), polifenol
oxidase (PPO) e peroxidase (POD), sdo alteradas por diferentes regimes de aplicacdo hidrica
(LUNA et al,, 2012; PAYYAVULA et al,, 2012). Regimes mais irrigados podem levar ao
aumento (LUNA et al., 2012; MACHADO et al., 2013; PENA-ESTEVEZ et al., 2016) ou a
diminuicio (TOVAR et al., 2002; PHIMCHAN et al., 2014; POPOVIC et al., 2016) da
atividade da PAL, assim como ao aumento da atividade da PPO (LUNA et al., 2012).
Enquanto que a atividade da POD demonstrou ser menos afetada por diferentes tratamentos
de aplicagdo hidrica (LUNA et al., 2012; PENA-ESTEVEZ et al., 2016).

Nas espécies de eucalipto, Eucalyptus globulus Labill. e Eucalyptus viminalis
Labill., a reducdo hidrica provocou efeitos diferentes nos metabolitos secundérios sintetizados
via isoprenoide e via chiquimato. Os terpenos (mono ou sesquiterpenos) ndo foram alterados
pela deficiéncia hidrica, mas a concentragdo de taninos condensados aumentou e a
concentracdo de intermedidrios especificos de produtos condensados produzidos via 4cido
chiquimico e isoprenoide diminuiu (MCKIERNAN et al., 2016).

Em func¢do da reducdo hidrica houve estimulo da biossintese de flavonoides nas
raizes de Scutellaria baicalensis Georgi (escuteldria) (YUAN et al., 2012) e nas folhas de
Cuminum cyminum L. (cominho) (ALINIAN et al., 2016), assim como: altera¢des nos niveis
de alcanos de cadeia longa e de maior peso molecular em folhas de Gossypium hirsutum L.
(algodao) (BONDADA et al., 1996); aumento nos niveis de 4cido betulinico e compostos
fendlicos como: quercetina, rutina, 1,5-di-hidroxixantona e isouliginosina B em brotos e
raizes de Hypericum brasiliense Choisy (alecrim-bravo) (NACIF DE ABREU &

MAZZAFERA, 2005); diminui¢ao dos teores de artemisinina, arteanina B, dcido artemisinico
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e acido dihidroartemisinico de Artemisia annua L. (artemisia ou absinto) (YADAV et al.,
2014).

Contudo, a deficiéncia hidrica pode levar tanto ao aumento de antocianinas e
taninos (ALINIAN et al., 2016), quanto a redu¢ao dos compostos fendlicos (ANINBON et al.,
2016) e acidos graxos (BETTAIEB et al., 2009), com destaque para os 4cidos linoleico,
oleico e petroselinico (LARIBI et al., 2009; MCKIERNAN et al., 2016).

Como hé alteracdo de composi¢do quimica com incremento de determinados
componentes, a atividade farmacoldgica dos vegetais também pode ser alterada sob
deficiéncia hidrica. A atividade antioxidante nessa situacdo aumentou, por exemplo, em
Carapa guianensis Aubl. (andiroba) (CARVALHO et al., 2013), Ocimum basilicum L.
(manjericao) (KHAKDAN et al., 2016) e Orthosiphon stamineus Benth. (javd) (RAHMAN et
al., 2014).

Além da d4gua, deficiéncias nutricionais, como a nitrogenada, geralmente
aumentam a sintese de fenilpropanoides e tem um efeito marcante nos niveis de compostos
fendlicos nos vegetais. Esse aumento na produgdo de metabdlitos secundarios ocorre porque o
crescimento é frequentemente mais inibido do que a fotossintese e o carbono fixado é
predominantemente alocado aos metabdlitos secundarios (AKULA & RAVISHANKAR,
2011). Em Triticum aestivum L. (trigo), por exemplo, o excesso de nitrogénio alterou o seu
metabolismo secunddrio de tal modo em que houve 99 metabdlitos diferentes entre os

tratamentos com fertiliza¢do nitrogenada normal e excessiva (KONG et al., 2017).

2.3 OLEOS ESSENCIAIS DE ESPECIES VEGETAIS

Primeiramente, € necessaria a distin¢cao entre esséncia vegetal e 6leo essencial . O
primeiro termo corresponde as secre¢des naturais produzidas no vegetal por células secretoras
especializadas, enquanto que o segundo termo se refere ao extrato obtido por vapor ou
hidrodestilacdo, o que significa que os Oleos essenciais sdo a esséncia vegetal destilada
(ASBAHANI et al., 2015).

Os oleos essenciais sdao relatados em plantas aromadticas distribuidas
principalmente nos paises mediterranicos e tropicais (PANDEY et al.,, 2014). Os o6leos
essenciais e seus compostos isolados sdo amplamente utilizados nas indudstrias cosméticas
(SARKIC & STAPPEN, 2018), alimenticia e farmacéutica (ELSHAFIE & CAMELE, 2017).

Os o6leos essenciais sao liquidos perfumados, geralmente incolores e agradaveis,

com alto indice de refracio resultado de uma mistura complexa de compostos produzidos pelo
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vegetal (ALI et al., 2015). A combinagdo de diferentes propor¢des desses compostos nos
Oleos essenciais, com consequente diferenca de volatilidade, conferem caracteristicas
distintivas aos 6leos essenciais das espécies vegetais (FIGUEIREDO et al., 2008), mas devido
a sua natureza hidrofébica e sua densidade muitas vezes menor que a da dgua, geralmente os
Oleos essenciais sdo lipofilicos, soliveis em solventes organicos e imisciveis em agua
(ASBAHANI et al., 2015).

Também denominados de dleos etéreos, dleos voldteis ou compostos organicos
volateis biogénicos, os O6leos essenciais, diferentemente dos Oleos graxos, sdo voléteis,
altamente concentrados e extraidos de diferentes dreas do vegetal, como folhas, flores, caules,

raizes, sementes ou frutos (ORMENO et al., 2011; SIDDIQUE et al., 2016).

2.3.1 Composicao quimica dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos voléteis de baixo peso
molecular. Essas misturas podem conter mais de 300 compostos diferentes, os quais
consistem em compostos organicos voldteis normalmente de peso molecular abaixo de 300
(DHIFI et al., 2016) e com proporcdes varidveis de hidrocarbonetos saturados e insaturados,
alcoois, aldeidos, ésteres, éteres, cetonas, Oxidos fenois e terpenos, que podem produzir
odores caracteristicos (ALI et al., 2015). Geralmente, os 6leos essenciais sdo constituidos por
alguns componentes em altas concentragdes (20-70%), sendo considerados compostos
majoritdrios, enquanto os demais componentes sdo considerados minoritdrios por estarem
presentes em quantidades pequenas ou tracos (COSTA et al., 2017).

No entanto, os constituintes dos 6leos essenciais dos vegetais dividem-se em duas
principais classes quimicas completamente distintas: terpenos e fenilpropanoides (BAKKALI
et al., 2008; MOGHADDAM & MEHDIZADEH, 2017). Embora os terpenos e seus
derivados oxigenados sejam de ocorréncia mais frequente e abundante, a presenca de
fenilpropanoides altera significativamente o valor sensorial do Oleo essencial, pois
proporciona um odor e sabor indispensaveis e significativos ao 6leo essencial e a sua espécie
vegetal de origem (MOGHADDAM & MEHDIZADEH, 2017).

Os terpenos dos 6leos essenciais em um grande nimero de vegetais aromaticos
sdo sintetizados nos plastidios via metileritritol fosfato (MEP) e os fenilpropanoides sao
derivados da fenilalanina e, em menor escala, da tirosina pela via do acido chiquimico no
citoplasma. A sintese dos terpenos € de cardter recessivo ou hipostitico, enquanto que a

producdo de fenilpropanoides, especialmente eugenol e compostos relacionados, basea-se em
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efeitos dominantes ou epistaticos. No entanto, falta delineamento das rotas metabdlicas de
producdo de cada um dos fenilpropanoides presentes nos 6leos essenciais (SANGWAN et al.,

2001).

2.3.2 Localizacao dos 6leos essenciais

Oleos essenciais de vegetais sdo sintetizados, armazenados e liberados no
ambiente por uma variedade de estruturas epidérmicas ou mesofilas, cuja morfologia tende a
ser caracteristica do grupo taxondmico (SANGWAN et al., 2001).

Esses compostos estio localizados na superficie do vegetal com secrecdo exdgena
(papilas ou tricomas glandulares) e/ou no interior do vegetal em 6rgdos internos com secre¢ao
endogena (células, canais ou cavidades secretoras) ou no citoplasma de algumas células
secretoras em um ou mais 6rgdos do vegetal (ASBAHANI et al., 2015; REHMAN et al.,
2016) ou até mesmo nos espacos intercelulares (ALI et al., 2015) (Figura 12).

Figura 12 - Estruturas secretoras observadas em 6leos essenciais.
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Fonte: adaptado de Oliveira & Machado (2009)

Legenda: Tg = tricoma glandular; Pp = papila; ID = idioblasto; Du = ducto; Ca = cavidade;
LU = limen.

Os tricomas sdo projecdes epidérmicas compostas por estruturas unicelulares ou
multicelulares que revestem a maioria dos tecidos vegetais aéreos. Essas estruturas sao
divididas em duas categorias gerais: glandulares ou nao glandulares, conforme sua morfologia

e capacidade de secrecdo. Os tricomas glandulares (Figura 12) s@o caracterizados pela
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presenca de células que t€ém a capacidade de secretar ou armazenar grandes quantidades de
metabodlitos secundérios que contribuem para aumentar a adequacdo do vegetal ao meio
ambiente e sao classificados em peltado ou capitato de acordo com o tamanho da cabeca e do
comprimento do pedinculo. Os tricomas glandulares capitados possuem um peddnculo cujo
comprimento ¢ maior que a metade da altura da cabeca, enquanto os tricomas glandulares
peltados possuem um pedinculo curto com uma grande cabeca secretora (HUCHELMANN et
al., 2017).

As papilas (Figura 12) sao células simples em forma de cone frequentemente
encontradas na epiderme das pétalas de flores com a funcdo de atrair agentes polinizadores e
também com efeito na molhabilidade da superficie floral (WHITNEY et al., 2011).

Células, canais e cavidades secretoras tem a func¢do de defesa contra a herbivoria
de insetos (PICKARD, 2008). As células secretoras (Figura 12) sio denominadas de
idioblastos secretores (MARINHO et al., 2011) e na maioria dos casos sdo células individuais
que diferem proeminentemente das células vizinhas em tamanho, conteido, ontogenia e
metabolismo (BOSABALIDIS, 2014).

Os canais secretores (também denominados de ductos) e as cavidades secretoras
(também denominadas de bolsas) sdo diferenciadas morfologicamente pelo tamanho e largura,
onde os canais sdo considerados mais longos e estreitos, enquanto que as cavidades sdo mais
curtas e mais largas (Figura 12). Ambas as estruturas glandulares podem se originar da
esquizogénese (separacdo celular), lisigénese (morte celular) ou esquizolisigénese (uma
combinacdo de ambos os processos) (RODRIGUES et al., 2011) e se caracterizam pela
presenca de um lumen delimitado por células epiteliais caracteristicas denominadas de
epitélio, que sdo os principais locais de sintese e secrecdao das substincias que preenchem o

limen do ducto. (PICKARD, 2008; PALERMO et al., 2017).

2.3.3 Meétodos de extracao dos dleos essenciais

Atualmente existem diferentes técnicas de extragdo de dleos essenciais, como
destilacdo, efusdo, extracio de CO», expressdo e extracdo por solvente. Mas os métodos
convencionais mais utilizados sdo os métodos de destilacdo como arraste por vapor
(hidrodestilacdo ou a vapor de dgua) e os métodos de extracao por solvente (SIDDIQUE et al.,
2016).

No método por destilag@o, os 6leos essenciais sdo vaporizados quando a matéria-
prima € submetida a uma corrente de vapor e a mistura dos vapores de dleo e dgua, ao

condensar, separa-se em camadas, pela diferenca de densidade (BORSATO et al., 2008;
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RASSEM et al., 2016). No método por hidrodestilagdo o material a ser destilado permanece
diretamente em contato com a dgua em ebuli¢do, enquanto que no método por arraste de
vapor de dgua a matéria-prima € colocada sobre uma placa perfurada, a certa distancia do
fundo do extrator, de modo a evitar o contato direto com a d4gua em ebuli¢do; ou ainda, pode-
se introduzir vapor de dgua, gerado a partir de caldeiras ou autoclaves, em uma camara de
expansdo do extrator, antes de passar pela placa perfurada, onde é colocada a matéria-prima
(BORSATO et al., 2008). A Farmacopeia Brasileira estabelece que o teor de 6leos essenciais
em drogas vegetais deve ser determinado por destilacdo por arraste de vapor (BRASIL, 2010)
e existem vadrios tipos de sistemas extratores de 6leos essenciais, mas o sistema Clevenger
(Figura 13) € o mais conhecido e bastante utilizado em escala laboratorial, podendo operar em

circuito aberto ou fechado (SANTOS et al., 2004).

Figura 13 — Hidrodestilacao de 6leo
essencial em aparelho do tipo Clevenger.
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Fonte: Prépria (2018)

O processo de extracdo utilizando solvente consiste em colocar um solvente
organico (hexano, benzeno, metanol, etanol, propanol, acetona, pentano e diversos solventes
clorados) em contato com a matriz vegetal. Ap6s um intervalo de tempo, suficiente para que
ocorra a transferéncia dos constituintes soliveis presentes no vegetal, efetua-se a separacao
das fases solida e liquida. O 6leo € obtido pela evaporacdo do solvente presente na fase
liquida. Trata-se de um método em que se obtém um maior rendimento na extragdo, porém,
tem a desvantagem de que, junto com o 6leo essencial, o solvente também retira substancias

ndo volateis (como ceras e pigmentos) e o solvente residual (cuja retirada é de alto custo), que
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além de ser t6xico, pode reagir ou interferir nas propriedades bioldgicas e organolépticas do

Oleo essencial (SILVEIRA et al., 2012).

2.3.4 Técnicas analiticas para determinacao da composicao dos 6leos essenciais

Os métodos empregados rotineiramente para determinar a composicdo € a
qualidade dos Oleos essenciais sdo Cromatografia Gasosa (GC), Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC), Espectrometria de Massa (MS) e Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN). Técnicas cromatograficas, como GC e HPLC, sdo usadas para
separar Oleos essenciais em seus constituintes individuais, de modo que eles possam ser
identificados e potencialmente quantificados por um detector acoplado, como um MS. O
método de GC € ideal para compostos volateis e revolucionou a deteccdo de constituintes
quimicos menores, especialmente quando usado em conjunto com MS e RMN (BEALE et al.,
2017).

A cromatografia é baseada no principio em que as moléculas na mistura sio
aplicadas na superficie ou no sdlido, e a fase estaciondria fluida (fase estavel) é separada uma
da outra enquanto se move com o auxilio de uma fase mével. Os fatores efetivos neste
processo de separagdo incluem caracteristicas moleculares relacionadas a adsorcao (liquido-
solido), particdo (liquido-sé6lido) e afinidade ou diferencgas entre seus pesos moleculares. Por
causa dessas diferencas, alguns componentes da mistura permanecem mais tempo na fase
estaciondria, e se movem lentamente no sistema de cromatografia, enquanto outros passam
rapidamente para a fase mdvel e deixam o sistema mais rdpido. A fase estaciondria em
cromatografia, € uma fase sélida ou uma fase liquida revestida na superficie de uma fase
solida. A fase mével que flui sobre a fase estaciondria é uma fase gasosa ou liquida. Se a fase
movel for liquida, ela € denominada como Cromatografia Liquida (LC) e, se for gds, ela é
chamada de GC (COSKUN, 2016).

O método de HPLC (também conhecido como Cromatografia Liquida de Alta
Pressdo) € uma técnica analitica popular utilizada para a separacdo, identificacdo e
quantificacdo de cada constituinte de uma mistura. Trata-se de uma técnica avangada de LC
em coluna em que a fase mével, constituida geralmente por uma mistura de solventes (por
exemplo: dgua, acetonitrilo e/ou metanol), € pressurizada por uma bomba a altas pressoes de
até 400 atm. A fase movel pressurizada é assim for¢ada a passar por uma coluna contendo a
fase estaciondria sélida adsorvente (frequentemente um material granular feito de particulas

sOlidas, como silica ou polimeros, de 2 um a 50 pm de tamanho). A amostra com os
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componentes a serem isolados é colocada em pequenos volumes (geralmente microlitros) no
fluxo da fase mével permeando através da coluna. Os componentes da amostra sdo separados
de acordo com a diferenga nas afinidades relativas com o adsorvente. A velocidade de cada
componente depende de sua natureza e da composicdo da fase mével. O tempo em que um
determinado analito elui (eleva-se para fora da coluna) é chamado de tempo de reten¢do (RT).
O RT medido sob condicdes especificas € uma normalidade distinta para um determinado
analito (THAMMANA, 2016).

Na GC a fase estaciondria € uma coluna que é colocada no dispositivo e contém
uma fase estaciondria liquida que € adsorvida na superficie de um sélido inerte. A GC é uma
cromatografia "gas-liquido". Sua fase mével consiste de gases como He ou N». A fase médvel,
que é um gés inerte, é passada através de uma coluna sob alta pressdo. A amostra a ser
analisada € vaporizada e entra na etapa de fase mével gasosa. Os componentes contidos na
amostra estdo dispersos entre fase movel e fase estacionaria no suporte s6lido. A GC € uma
técnica simples, multifacetada, altamente sensivel e de rdpida aplicagdo com excelente
separacio de moléculas mindsculas (de grupos dlcool, éster, lipido e amino). E empregada na
separagdo de quantidades muito pequenas de analitos e para gases e misturas de liquidos
volateis e material sélido (COSKUN, 2016).

A técnica analitica de MS ioniza espécies quimicas e classifica os fons com base
em sua relacdo massa-carga. A aparelhagem consiste de fonte de fons, analisador de massa e
detector. A fonte de ions ioniza os componentes de uma amostra analisada. Os fons s@o
subsequentemente transportados para o analisador de massa e separados antes da deteccio
(PORTYCHOVA & SCHUG, 2017).

O comportamento de dtomos quando expostos a um campo magnético consiste na
fundamentag¢do do método de RMN. Os dtomos com um ndmero de massa impar, como H,
3P e 13C possuem a propriedade quintica de "spin" (quando o nicleo de um dtomo gira em
torno de seu proprio eixo) e se comportam como dipolos se alinhando ao longo do eixo de um
campo magnético aplicado. Durante o relaxamento apds a excitacdo, sdo gerados sinais de
radiofrequéncia que podem ser expressos como um espectro de frequéncia. A ressonancia
nuclear ocorre porque os nucleos de pelo menos um dos is6topos da maioria dos elementos
possuem um momento magnético. Um momento magnético surge porque o nucleo pode ter
spin e também € carregado. Quando colocados em um campo magnético constante, os nucleos
que possuem spin podem ser excitados, a energia do momento magnético depende da
orientagdo do nucleo em relagdo a esse campo. A aplicacdo de radiacdo eletromagnética em

uma frequéncia adequada pode estimular transi¢des entre estados de energia altos e baixos e
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essa transicdo no nivel de energia fornece a base para a espectroscopia de RMN, pois a
energia absorvida pode ser detectada (TOGNARELLI et al., 2015).

O avango tecnoldgico de técnicas analiticas, sobretudo das técnicas hifenadas ou
multidimensionais, proporcionou um papel importante na elucidacio de composi¢cdes
quimicas complexas dos produtos de origem vegetal. O termo técnicas hifenadas ou
multidimensionais refere-se ao acoplamento entre duas ou mais técnicas analiticas com o
objetivo de obter uma ferramenta analitica mais eficiente e rdpida que as técnicas
convencionais (unidimensionais) em termos de separacdo, deteccdo e identificacio de uma
amostra (RODRIGUES, M. V. N. et al., 2006; PRATA et al., 2016).

Para andlise de compostos voldteis e termicamente estiveis, o método
multidimensional mais utilizado é a GC acoplada ao MS sob condic¢des de impacto de elétrons
(Figura 14). Nessa técnica, as informagdes espectrais obtidas pela ionizacdo por elétrons
unida ao indice de retencdo, muitas vezes sdo suficientes para a concreta caracterizacdao do
analito devido a reprodutibilidade e ao extenso banco de dados de espectros de massas de

metabdlitos secunddrios disponiveis na literatura (PRATA et al., 2016).

Figura 14 — Cromatografo a gas acoplado ao espectrometro de massas.
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Fonte: Central Analitica IQ-USP (2018).

2.3.5 Efeitos da agua na producio e composicao dos 6leos essenciais

A produgdo de 6leo essencial pode ser influenciada pelo crescimento do vegetal a
partir do aumento da produgdo de folhas e flores ou do aumento geral da biomassa e de

estruturas de armazenamento (PRINS et al., 2010). Os 6leos essenciais sdo produzidos para
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que os vegetais suportem numerosas condi¢des de estresse, além de mediarem interacdes
ecoldgicas com o ambiente bidtico (SEIGLER, 1998).

No entanto, restri¢des ambientais podem limitar varias respostas fisioldgicas e
metabodlicas do vegetal, como acimulo de soluto e antioxidante e expressdo de genes
especificos de estresse, que interferem na producdo de compostos organicos volateis
biogénicos (TUTEJA & SINGH GILL, 2013).

A diminuicdo da aplicagdo hidrica afeta substancialmente a biossintese de 6leo
essencial a partir da maior densidade de glandulas secretoras como consequéncia da reducao
da érea foliar, o que resulta geralmente no aumento do teor d6leo essencial em algumas
espécies vegetais (SIMON et al., 1992; SANGWAN et al., 2001).

As quantidades de Oleos essenciais produzidos sob condi¢des de deficiéncia
hidrica podem ser modificadas, dependendo da espécie e magnitude do estresse. A restri¢ao
hidrica pode comprometer o teor de 6leos essenciais:

a) aumentar, como em Ocimum basilicum (manjericao), Ocimum americanum L.
(manjericao americano) (KHALID, 2006), Petroselinum crispum [Mill.] Nym. ex A.W. Hill
(salsinha) (PETROPOULOS et al., 2008), Calendula officinalis L. (margarida) (AZIMI et
al., 2012), Cymbopogon citratus (D. C.) Stapf (capim-limdo) (LELIS, 2014; PINTO et al.,
2014), Salvia officinalis (sdlvia) (GOVAHI et al., 2015), Ocimum africanum Lour
(manjericao-limao) (SANTOS et al., 2016) e Origanum vulgare L. subsp. gracile (orégano)
(MORSHEDLOQO et al., 2017);

b) diminuir, como ocorreu com Dracocephalum molddvica L. (moldavia) (ABAS,
2006) e Lippia sidoides Cham (alecrim-pimenta) (ALVARENGA et al., 2011);

c) ou até mesmo provocar resultados oscilatérios conforme a intensidade e
duracdo da redugdo na aplicacdo hidrica, como nas espécies Cymbopogon nardus. (L.) Rendle
var. confertiflorus (Steud.) Bor. (citronela) e Cymbopogon pendulus (Steud.) Wats (Jammu
lemongrass) (SANGWAN et al., 1993; SINGH-SANGWAN et al., 1994).

Os oleos essenciais podem sofrer alteracdes qualitativas em sua composi¢ao
quimica devido a deficiéncia hidrica, como nos estudos de Bettaieb et al. (2009) com Salvia
officinalis L. (sédlvia) em que os dcidos estedrico e aracddnico, encontrados nos espécimes
produzidos em condicdes hidricas 6timas foram suprimidos quando houve forte reducdo da
aplicagdo hidrica.

Porém, em geral, nos dleos essenciais das espécies submetidas a deficiéncia
hidrica ha somente alteracdes quantitativas com aumento do rendimento e do teor de seus

componentes majoritirios, como em: Carum carvi L. (alcaravia) (LARIBI et al., 2009);
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Melissa officinalis L. (erva-cidreira) (MEIRA et al., 2013); Eucalyptus globulus Labill. e
Eucalyptus viminalis Labill. (espécies de eucalipto) (MCKIERNAN et al., 2016); Laurus
nobilis L. (louro) MAATALLAH et al., 2016); Helichrysum petiolare Hilliard & B.L. Burtt.
(sempre-noiva-das-floristas) (CASER et al., 2016).

Essa alteracdo na composicdo do 6leo essencial varia em funcdo da intensidade da
reducdo da aplicacdo hidrica e das caracteristicas de cada espécie. No Oleo essencial de
Cuminum cyminum L. (cominho), por exemplo, o estresse moderado provoca alteragdes
quantitativas com aumento do teor e o estresse severo leva a redugdo dos &cidos oleico,
linolénico e petroselinico e ao desaparecimento dos dcidos palmitoleico e araquidinico
(VAZIN, 2013). Em Artemisia annua L. (artemisia ou absinto), alguns dos monoterpenos
menores, todos os sesquiterpenos e outros componentes volateis de baixo peso molecular do
seu Oleo essencial apresentam diminui¢do de suas concentragdes na deficiéncia hidrica,
contudo, 0 componente majoritario, a canfora, nio sofre alteracao (YADAV et al., 2014). No
Oleo essencial de Ocimum basilicum L. (manjericdo) hd aumento de linalol e metil chavicol
com o aumento do estresse hidrico, enquanto a propor¢ao relativa de sesquiterpenos diminui.

(SIMON et al., 1992).

2.3.6 Efeitos do nitrogénio na producao e composicao dos dleos essenciais

As aplicacdes de fertilizantes geralmente afetam o rendimento do 6leo essencial
aumentando a quantidade de rendimento de biomassa por unidade de drea, mas as interagdes
de fertilizantes também ocorrem de maneira especifica, o que exige um gerenciamento € um
ajuste fino das necessidades de cada espécie devido ao alto custo dos fertilizantes
(SANGWAN et al., 2001).

Nos estudos de Meneghini et al. (1998), a adicdo de ureia aumentou
significativamente (até cerca de 50%) a taxa de fotossintese em relacdo a luz incidente,
clorofilas e carotendides, proteinas e teores de nitrogénio aminado. Entretanto, o
estabelecimento de diretrizes de manejo de nitrogénio deve considerar a resposta agrondomica
e o risco ambiental potencial (JOHNSON et al., 2018).

De modo geral, nos vegetais hd aumento do teor e o rendimento do dleo essencial,
assim como modificagdo na sua composi¢cdo quimica em funcdo da taxa de nitrogénio
aplicada (NURZYNSKA-WIERDAK, 2013).

A elevagao do teor e do rendimento do 6leo essencial em fung¢do do aumento dos

niveis de nitrogénio na adubacdo foi constatada nas seguintes espécies: Nigella sativa L.
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(cominho preto) (ASHRAF et al., 2006); Ocimum americanum L. (manjericdo americano)
(OMER et al., 2008); Melissa officinalis L. (erva-cidreira) (AZIZ & EL-ASHRY, 2009);
Artemisia pallens Wall. (davana) (KUMAR et al., 2009); Carum carvi L. (alcaravia) (EL-DIN
et al., 2010); Rosmarinus officinalis L. (alecrim) (PUTTANNA et al., 2010); Ocimum
basilicum L. (manjericao) (SIFOLA & BARBIERI, 2006; RAO et al., 2007; TAIE et al.,
2010; NURZYNSKA-WIERDAK et al., 2011); Cymbopogon flexuosus (Steud.) Wats (capim-
limao) (ZHELJAZKOV et al., 2011); Thymus vulgaris L. (tomilho) (JABBARI et al., 2011);
Foeniculum vulgare Mill. (erva-doce) (EHSANIPOUR et al., 2012); Zingiber officinale Rosc.
(SINGH et al., 2016); Mentha x piperita L. (hortela-pimenta) (ZHELJAZKOV et al., 2010;
KESHAVARZ & MODARRES-SANAVY, 2018); Mentha arvensis (horteld japonesa)
(KESHAVARZ & MODARRES-SANAVY, 2018); Helianthus annuus L. (girassol)
(SCHULTZ et al., 2018).

Contudo, a aplicag@o de nitrogénio no desenvolvimento de uma cultura pode nao
influenciar o teor de dleo essencial, como ocorrido com Calendula officinalis L. (margarida)
que respondeu fracamente a aplica¢do de nitrogénio e tem recomendacdo de ndo aplicar ou
limitar a adubacdo nitrogenada (JOHNSON et al., 2018) ou pode diminuir as concentragdes
de Oleo essencial a medida que aumenta a quantidade de nitrogénio aplicado, como em
Brassica napus L. (canola) (BRENNAN, 2016).

O aumento dos niveis de nitrogénio pode ter u m efeito marcante em alguns dos
componentes do Oleo essencial: em Nigella sativa L. (cominho preto) p-cimeno e acido
palmitico aumentaram, dcido estedrico diminuiu e a-pineno, S-pineno, 4cido a-linolénico,
acido linoléico e o dcido dihomolinoléico ndo se alteraram (ASHRAF et al., 2006); em
Ocimum basilicum L. (manjericio) houve aumento de acetato de bornilo, eucaliptol
(ZHELJAZKOV et al., 2008), metil eugenol (NURZYNSKA-WIERDAK et al., 2011), linalol
e borneol e diminui¢do de metil chavicol, 1.8-cineol (TAIE et al., 2010), geraniol, eugenol
(NURZYNSKA-WIERDAK, 2012); em Melissa officinalis L. (erva-cidreira) ocorreu
aumento de citronelal, neral e geranial e redu¢do das concentracdes de acetato de geranila,
linalol, citronelol e geraniol (AZIZ & EL-ASHRY, 2009); e em Salvia sclarea L. (sdlvia
moscatavel) houve aumento de acetato de linalila e linalol (SHARMA & KUMAR, 2012).

O ¢leo essencial também pode nao sofrer alteragdes em sua composi¢do quimica
em func¢do da fertilizagdo nitrogenada, como em Artemisia pallens Wall. (davana) (KUMAR
et al., 2009) ou pode ter alteracido nos seus componentes quimicos pela reducao na quantidade
de nitrogénio. Por exemplo, a deficiéncia de nitrogénio provoca uma diminui¢ao no conteido

de 1.8-cineol, eugenol e metil chavicol em Ocimum basilicum L. (manjericao)
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(NURZYNSKA-WIERDAK et al., 2011) e forte inducio na producio de metabdlitos
fenélicos e de flavonas em Matricaria chamomilla L. (camomila) (KOVACIK & KLEJDUS,
2014) e de compostos fendlicos totais, de dcido cafeico e de 4cido rosmarinico, com menor
atividade antioxidante em Ocimum basilicum L. (manjericio) (NGUYEN & NIEMEYER,
2008).

A deficiéncia de nitrogénio induz mudancas em muitos processos fisiolégicos,
dentre eles a propria fotossintese. O estresse por falta de nitrogénio diminui
significativamente a capacidade de assimila¢do fotossintética de gds carbonico (CO.) das
folhas, levando a diminui¢des nas taxas fotossintéticas saturadas de luz e rendimentos
quanticos fotossintéticos. Essa diminui¢do da capacidade de assimilagdo de CO> fotossintético
estd associada a diminui¢des no conteido e na atividade da enzima rubisco no ciclo de Calvin
(JIN et al., 2015).

Ha uma relacdo direta entre os produtos de carbono fotossintético e a biossintese
de terpenoides, por exemplo, com relagdes positivas entre o nitrogénio da folha ou do solo e a
concentracio dessa classe de compostos nas folhas (ORMENO & FERNANDEZ, 2012).

Assim, uma disponibilidade suficientemente adequada de nitrogénio pode
aumentar o conteido de 6leo essencial devido a promocdo de emissdes de terpenoides pelo
aumento da taxa de transporte de elétrons e fotossintese foliar que fornecem requisitos de
ATP e disponibilidade de substrato de carbono para a sintese de isopreno, como ocorrido com
Ocimum gratissimum L. (alfavaca) nos estudos de Ormefio et al. (2008) e Ormefio &

Fernandez (2012).

2.3.7 Efeitos da interacao agua-nitrogénio na producao e composicao dos oleos

essenciais

Nos estudos de Wang et al. (2012) com Fraxinus mandshurica Rupr. (freixo), o
teor de clorofila foliar e a atividade inicial da rubisco foram dramaticamente aumentados pela
adicao de nitrogénio, independentemente da condicdo da dgua do solo. Enquanto que no ciclo
vegetativo de Panicum virgatum L. (“switchgrass”) foi verificado um estimulo das taxas
fotossintéticas na interacao das deficiéncias de dgua e de nitrogénio (STROUP et al., 2003).

O efeito de interacdo dos regimes de umidade e as taxas de nitrogénio indicam
que os niveis crescentes de aplicacdo hidrica no nivel mais alto de nitrogénio melhoram o
rendimento de dleo essencial, como constatado em Mentha arvensis L. (horteld japonesa)

(RAM et al., 2006). Mas € importante ressaltar que pode ocorrer uma diminui¢do do teor de
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Oleo essencial por efeito de dilui¢do do nitrogénio em 4gua, como relatado por Azizi et al.
(2009) em seus estudos com Ocimum vulgare (orégano).

O dleo essencial pode nao sofrer alteracdes em seu teor em fungdo da interagao
dgua-nitrogénio, como em Cymbopogon flexuosus (Steud.) Wats (capim-limao) (SINGH,
1999) e Salvia officinalis L. (sdlvia) (RIOBA et al., 2015), ou pode ocorrer um aumento do
teor de 6leo essencial em funcdo dessa interagdo, como ocorrido com Zea mays L. (milho)
(KAPLAN et al., 2017). O aumento da taxa de aplicac¢do hidrica pode diminuir gradualmente
as porcentagens de nitrogénio nas folhas com aumento do teor e do rendimento do dleo
essencial (HASSAN & ALI 2014), da mesma forma que as defici€éncias concomitantes de
dgua e nitrogénio, como ocorrido com Ocimum vulgare (orégano) (SAID-AL AHL et al,,
2009) e com Ocimum basilicum (manjericao) (AFKARI, 2016).

A reducdo hidrica em interagdo com a diminui¢do da adubacdo nitrogenada pode
também alterar a composi¢do quimica do 6leo essencial: em Salvia officinalis L. (sélvia)
houve aumento da porcentagem de canfora acima dos valores recomendados para
comercializacdo (RIOBA et al., 2015); em Mentha arvensis L. (horteld japonesa) ocorreu
aumento do mentol, seu principal constituinte (RAM et al., 2006); em Zea mays L. (milho)

ocorreram variacdes nos teores de dcido oleico e 4cido linoleico (KAPLAN et al., 2017).

2.4 CRITERIOS DE QUALIDADE DE DROGAS VEGETAIS E DE OLEOS
ESSENCIAIS

Oleos essenciais geralmente tém um amplo espectro de bioatividade, devido a
presenca de vdrios ingredientes ativos que funcionam através de varios mecanismos de agao
(LAWAL & OGUNWANDE, 2013) e podem ter diversas aplicabilidades: como matérias-
primas na indudstria quimica fina, para aplicagdo direta em produtos como perfumes,
fragrancias e cosméticos, ou em produtos derivados estruturais com uso nas indudstrias de
medicamentos (fitoterdpicos) ou veterindrios e horticolas (inseticidas, fungicidas, bactericidas,
larvicidas) (MAIA & ANDRADE, 2009).

Uma das grandes dificuldades no desenvolvimento e inovacdo tecnoldgica,
especialmente de fitoterdpicos, estd na garantia dos parametros de seguranca, eficicia e
qualidade, pelas caracteristicas de variabilidade quantitativas e qualitativas do metabolismo
dos vegetais (SIMOES et al., 2017).

A seguranca de um medicamento, seja qual for sua classe, estd intimamente

relacionada a sua qualidade, embora esse parametro nio seja o tnico a ser levado em conta.
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Enquanto a qualidade envolve a comparacao com um padrdo, a seguranga engloba ainda uma
série de outros aspectos. A morbi-mortalidade, por exemplo, associados a seguranca
medicamentosa, sdo os problemas mais sérios resultantes do uso de medicamentos. Esses
desfechos dependem de causas extrinsecas e intrinsecas. As causas extrinsecas ao organismo
sdo aquelas referentes aos processos utilizados na fabricacdo e capazes de influenciar a
qualidade e a composi¢cdo do medicamento, enquanto que as causas intrinsecas estdo
relacionadas, por exemplo, a genética, ao polimorfismo enzimatico e as reacdes adversas, €
resultam da ineficiéncia dos testes toxicoldgicos utilizados na etapa de pré-comercializa¢ao do
medicamento, como testes realizados em animais, que ndo garantem a seguranca de um
medicamento para uso humano. Além disso, o nimero de pacientes submetidos aos ensaios
pré-clinicos e clinicos € limitado, dificultando ou mesmo inviabilizando a identificacao de
reacoes raras e de grupos populacionais suscetiveis. Soma-se a isso 0 pouco conhecimento das
interacoes medicamentosas (BARATA-SILVA et al., 2017).

O termo eficicia é usado para expressar um efeito biolégico observado sob
condicdes ideais de estudo controlado, enquanto que efetividade significa que um efeito é
detectado nao sob circunstancias ideais, mas sob condi¢des do mundo real em que o individuo
vive. Quando se estabelece a relacdo entre a efetividade e os custos monetdrios tem-se a
eficiéncia, ou seja, quando um produto além de efetivo é economicamente vantajoso (SILVA
& VIDOTTI, 2008; PORZSOLT-FRANZ et al., 2015).

Em relacdo a regulamentacdo de fitoterdpicos, a norma vigente que trata do
registro desses medicamentos é a Resolu¢do da Diretoria Colegiada (RDC) n° 26, de 13 de
maio de 2014 (BRASIL, 2014). Essa norma da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA) estabelece uma série de critérios a serem atendidos para garantir a seguranga,
qualidade e eficdcia/efetividade desses produtos.

No laudo de andlise da droga vegetal, por exemplo, deve constar, segundo a RDC
n° 26, de 13 de maio de 2014, além do método utilizado, a especificacdo e os resultados dos
ensaios de: caracterizacdo (cor); identificagdo macroscOpica e microscOpica; descricdo da
droga vegetal em farmacopeias reconhecidas pela ANVISA, ou, em sua auséncia, em outra
documentacdo técnico-cientifica, ou laudo de identificacio emitido por profissional
habilitado; grau de cominui¢do, quando se tratar de chds medicinais ou drogas vegetais
utilizadas como produto final ao consumidor; testes de pureza e integridade; detalhes da
coleta/colheita e das condi¢des de cultivo, quando cultivada; métodos de estabilizagao,
quando empregado, secagem e conservacdo utilizados, com seus devidos controles, quando

aplicavel; método para eliminacdo de contaminantes, quando empregado, e a pesquisa de
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eventuais alteracdes; perfil cromatogréafico, acompanhado da respectiva imagem em arquivo
eletronico reconhecido pela ANVISA, com comparacdo que possa garantir a identidade da
droga vegetal; e andlise quantitativa do(s) marcador(es) ou controle biolégico (BRASIL,
2014).

Muitas das preparacdes que utilizam espécies vegetais de uso medicinal ainda
necessitam de estudos cientificos mais detalhados, incluindo padronizacdo quimica, testes
bioldgicos in vitro e em modelos animais e avaliacdo clinica. Para a etapa de avaliag¢do
clinica, o controle de qualidade passa a ser uma prética totalmente indispensavel. Métodos de
controle de qualidade de algumas espécies vegetais ja validados estdo presentes em
monografias encontradas, como na Farmacopéia dos Estados Unidos, Farmacopéia Chinesa,
monografias da Organizacdo Mundial de Saudde, Farmacopéia Japonesa e Farmacopéia
Brasileira (SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

E comum o reconhecimento dos beneficios das espécies vegetais de uso medicinal
pela populacdo e comunidade cientifica, porém, a comprovacdo da seguranca, eficicia e
qualidade necessarios ao registro e comercializagdo de um produto, além de complexo precisa
ser criteriosamente planejado e conhecido desde os primeiros experimentos. Esse talvez seja o
principal desafio para o desenvolvimento de produtos fitoterdpicos, considerando-se o rico
acervo de publicagdes cientificas e o reduzido nimero de produtos disponiveis no mercado
(MANFIO & BRUM JUNIOR, 2017).

Ainda existe resisténcia dos profissionais prescritores quanto ao emprego de
fitoterdpicos, o que pode ser explicado pela origem extrativa da maioria das espécies vegetais
de uso medicinal comercializadas no Brasil, seja da Mata Atlantica, Amazonia, Caatinga ou
Cerrado, levando a problemas de risco de extincdo da espécie e sustentabilidade, bem como
de fraude e contaminagdo do material. Com a finalidade de aumentar o rendimento do produto
a ser vendido ou até mesmo por falta de cuidados na coleta e falta de tratamento do material
coletado, € relativamente frequente a presenca de materiais estranhos e de outras espécies
contaminantes, troca de uma espécie por outra e presenca de fungos e bactérias,
principalmente, coliformes fecais. Uma provavel causa da falta de confianga desses
profissionais nesse tipo de produto também se deve a falta de padronizacdo dos extratos, que
podem conter ou ndo o principio ativo ou compostos toxicos em quantidade adequada
dependendo do plantio e da época do ano, interferindo na reprodutibilidade dos fitoterdpicos.
E reconhecido que dados de eficdcia e seguranca de vérias espécies vegetais de uso medicinal
ainda ndo sdo suficientes para dar suporte ao seu uso, por vezes devido a falta de

metodologias adequadas de avaliacdo dessas espécies. E, em se tratando da composicdo,
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muitas vezes nao se tem estabelecido o principio ativo ou tdxico, sua concentracio € seu
conhecimento farmacoldgico e toxicoldgico (SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

Ha diversas pesquisas visando o estabelecimento de técnicas apropriadas de
producdo para obtencdo de drogas vegetais de melhor qualidade e rendimento. Estudos
conduzidos por: Skrebsky et al. (2008) com Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen. (ginseng
brasileiro); Reimberg et al. (2009) com Passiflora incarnata L. (maracujd); Millani et al.
(2010) com Ageratum conyzoides L. (erva-de-sdo-jodo); e Gama et al. (2012) com Lippia alba
(Mill.) N. E. Br. (erva-cidreira), por exemplo, tiveram como objetivo aumentar a producao
dos principais metabdlitos, através da otimizacdo de condicdes agricolas durante o ciclo
vegetativo.

Entretanto, nem sempre condi¢des ideais para o desenvolvimento do vegetal sdao
as mais adequadas para producdo de principios ativos de interesse, pois muitas espécies
produzem substincias ativas apenas quando submetidas a situacOes de estresse, como uma
reduzida disponibilidade de nutrientes no solo. Além disso, geralmente, o principio ativo
desejado estd associado ao metabolismo secundario do vegetal que reflete adaptacdes a
condi¢cdes adversas ou mecanismos de defesa, como a presenca de flavonoides, taninos e
Oleos essenciais nos vegetais que parece estar relacionada a protecdo contra raios ultravioleta,
herbivoros e perda hidrica, respectivamente (SIMOES et al., 2017).

A deficiéncia hidrica geralmente reduz o crescimento da espécie vegetal, mas
aumenta a qualidade do 6leo essencial pelo aumento das concentragdes de constituintes
especificos e caracteristicos do 6leo essencial. Mas os sistemas agricolas organicos e de baixo
insumo podem reduzir significativamente o crescimento do vegetal, sem necessariamente
afetar o rendimento ou a qualidade do 6leo essencial. Assim, a sustentabilidade dos sistemas
de producao de espécies vegetais de uso medicinal pode ser melhorada pela redugao da dgua e
fertilizantes convencionais, sem redugdes significativas na producdo de compostos medicinais
(ANDERSON et al., 2016).

Na regido da Amazonia Legal (formada pelos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Para, Ronddnia, Roraima, Maranhdo, Mato Grosso e Tocantins) a familia
Lamiaceae destaca-se como a quarta principal familia de vegetais aromadticos da regido. As
espécies de Ocimum pertencem a familia Lamiaceae e sdo utilizadas como tempero na
culindria amazo6nica e possuem diferentes sabores de acordo com os principais componentes
dos seus 6leos essenciais: timol, o-cimeno, 1.8-cineol e B-bisaboleno em Ocimum basilicum
L. (basilicao); metileugenol, eugenol e p-cimeno em Ocimum gratissimum L. (alfavaca); f-

elemeno, f-cariofileno e isoeugenol em Ocimum micranthum Wiild. (alfavaca-de-campo);
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(E)-metilcinamato e linalol no tipo A e metilchavicol do tipo B. em Ocimum minimo L.
(manjericdo) (MAIA & ANDRADE, 2009).

A alteracdo dos compostos majoritdrios nos 6leos essenciais, seja por fatores
genéticos, técnicos (coleta, estabilizacdo e armazenamento), bidticos ou abidticos, pode, dessa
forma, influenciar diretamente na qualidade e, consequentemente, nos resultados de
tratamentos e de testes bioldgicos sobre patégenos humanos ou fitopatégenos. A identificagdo
dessas interferéncias, bem como da relac@o entre as mesmas, favorece a obten¢do de matérias-
primas vegetais de melhor qualidade, o que possibilita a obten¢do de 6leos essenciais com
composi¢do quimica mais constante, acarretando resultados de atividades bioldgicas mais

confidveis (MORAIS, 2009).

2.5 A ESPECIE VEGETAL Ocimum gratissimum L.

Discorre-se sobre a espécie Ocimum gratissimum L., expondo-se os estudos
etnofarmacolégicos relacionados a espécie, as caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas da
espécie, assim como caracteristicas quimicas e farmacoldgicas da espécie e do seu Oleo

essencial.

2.5.1 Estudos etnofarmacolégicos relacionados a Ocimum gratissimum L.

A investigacdo de espécies vegetais de uso medicinal tem como uma de suas
estratégias a etnofarmacologia, que tem como objetivo resgatar e avaliar a eficicia das
técnicas ditas “tradicionais” sobre a utilizacdo de vegetais para fins terap€uticos, combinando
informacdes adquiridas junto as comunidades especificas que fazem uso da flora medicinal
com estudos etnodirigidos, ou seja, com estudos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos que
visam contribuir na descoberta de novos farmacos (BORCARD et al., 2015).

Nesse contexto, Ocimum gratissimum € citada em vdarios estudos
etnofarmacolégicos tanto no Brasil quanto em outros paises, especialmente no seu continente
de origem, a Africa, onde suas folhas destacam-se como a principal parte do vegetal utilizada
na medicina tradicional, nas formas de: infuso, decocto ou esséncia alcodlica no tratamento de
diabetes na Nigéria (GBOLADE, 2009); decocto contra o sarampo na Nigéria (SONIBARE et
al., 2009); infuso no tratamento de cancer colorretal no Quénia (OCHWANGT et al., 2014);
infuso ou decocto em casos de diarreia cronica e Herpes simplex em pacientes com

HIV/AIDS na Tanzéania (KISANGAU et al., 2007); decocto no tratamento de infeccdes
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fungicas e bacterianas em Uganda (KAMATENESI-MUGISHA et al., 2008) e como
biopesticidas no Quénia (GAKUYA et al., 2013).

No Brasil, diversas comunidades também utilizam predominantemente as folhas
de Ocimum gratissimum, como: infuso, decocto, lambedor e suco para tratar catarro no peito,
febre, sinusite, dores de ouvido, afec¢des dos olhos, diarreia, célicas menstruais, transtornos
do sistema nervoso e afeccdes gé€nitourindrias pela comunidade rural de Inhama, situada no
municipio de Abreu e Lima, Pernambuco (RODRIGUES & ANDRADE, 2014); infuso no
alivio dos sintomas de gripe e como calmante por moradores de Sao Jodo da Ponte, Minas
Gerais (SILVA et al., 2012); infuso e decocto como diurético e no tratamento de gripes e
micose pela comunidade de Santa Rita, Ituiutaba, Minas Gerais (ALVES & POVH, 2013);
decocto no alivio de gripes por feirantes em Sao Luis, Maranhdo (CUNHA et al., 2015) e no
combate a indisposicao pela comunidade do Sisal no municipio de Catu, Bahia (NETO et al.,
2014).

Além das folhas, a parte aérea e a raiz dessa espécie sdo utilizadas por algumas
comunidades nas preparagdes medicamentosas para alivio de sintomas de determinados
males, como a comunidade do Itamaraty, préximo a Anépolis, Goids, que emprega o infuso
da parte derea como antiespasmoddico (SOUSA et al., 2010) e a comunidade do Sitio Nazaré,
municipio de Milagres, Ceard, que utiliza a raiz na forma de banhos no combate a gripes

(SILVA et al., 2015).

2.5.2 Caracteristicas morfologicas e anatémicas de Ocimum gratissimum L.

A espécie Ocimum gratissimum L. pertence a familia Lamiaceae que possui 236
géneros € acima de 7.000 espécies, muitas de grande utilidade para a humanidade por suas
propriedades terap€uticas e aromdticas (BRITANNICA ACADEMIC, 2015).

O numero de espécies do género Ocimum € incerto variando entre 30 a 300
espécies, distribuidas nas regides tropicais e subtropicais, da Asia, Africa e América do Sul
(SHARMA et al., 2011; REWERS & JEDRZEJCZYK, 2016), com ocorréncia subespontanea
em todo o territdrio brasileiro (LORENZI & MATOS, 2002), incluindo a presenca de espécies
do género nas regides Pré-Amazodnica, Chapaddes e Baixada do estado do Maranhdao (REGO,
2008).

Ocimum gratissimum L. (Figura 15A-C) é nativa da Asia e Africa e naturalizada
no continente americano (GRIN-GLOBAL, 2016). No Brasil essa espécie é encontrada nos
estados das regidoes Norte (Acre, Amazonas, Roraima), Nordeste (Bahia, Ceard, Maranhao,

Paraiba, Piaui, Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goids, Mato Grosso), Sudeste
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(Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parand, Santa Catarina) do

Brasil (FLORA DO BRASIL, 2017).

Figura 15 — A espécie vegetal Ocimum gratissimum L. (A) com
suas flores (B) e folhas (C) em detalhe.

Fonte: Prépria (2018).
Legenda: ABX = face abaxial; ADX = face adaxial. Barra=1 cm

As sinonimias cientificas dessa espécie sdo: Ocimum suave Willd., Ocimum viride
Willd. e Ocimum guineense Schumach. & Thonn. Existem algumas variedades descritas:
Ocimum gratissimum var. hildebrandtii Briq., Ocimum gratissimum var. gratissimum,
Ocimum gratissimum var. macrophyllum Briq., Ocimum gratissimum var. mascarenarum
Briq., Ocimum gratissimum var. suave (Willd.) Hook. F. e Ocimum gratissimum var.
subdentatum Briq. Além de duas subespécies: Ocimum gratissimum subsp. gratissimum e
Ocimum gratissimum subsp. iringense Ayob. ex A. J. Paton (GRIN-GLOBAL, 2016;
TROPICOS, 2017)

Essa espécie é conhecida popularmente no Brasil pelos nomes de: alfavaca,
alfavaca-cheirosa, alfavaca-cravo, alfavacdo, alfavaca-da-america, alfavaca-de-cheiro,
alfavaca-do-mato, alfavaca-do-para, alfavaca-moruna, alfavaca-vaqueiro, alfavaca-silvestre,

basilico-grande, canelinha-de-casa, chi-da-india, clavo-de-madagascar, cravo, cravo-da-terra,
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erva-real, favaca, manjericdo, manjericao-cheiroso, manjericao-da-folha-mitida, manjericao-
dos-cozimentos, majericdo-grande e remédio-de-vaqueiro (RIOS & PASTORE JR., 2011).

Ocimum gratissimum é uma herbacea aromaética, perene, anual e de base lenhosa
(SHARMA et al., 2011). Pode atingir até trés metros de altura e possui talos eretos, de sec¢io
arredondada ou quadrangular, densamente ramificados e glabros na base. As suas folhas
(Figura 15A,C) sdo ovaladas a elipticas ou lanceoladas, pecioladas, membrandceas, inteiras,
glabras ou pilosas, de bordos serrados, denteados ou crenados, de dpice agudo a cuspidado e
base cuneada (ALBUQUERQUE & ANDRADE, 1998; LORENZI & MATOS, 2002;
VIANNA, 2009; GUPTA et al., 2011; YVETTE et al., 2014).

As inflorescéncias (Figura 15B) dessa espécie sdo do tipo racemo paniculado,
podendo ser delgadas ou robustas, ramificadas com ramos laterais nao ultrapassando o ramo
principal e com verticilos separados e as vezes adjacentes compostos por 6 a 10 flores em
cada. Essa espécie possui pedicelos pubescentes, eretos, ligeiramente achatados e levemente
curvados, com brécteas pilosas, ovais ou triangulares, persistentes ou ndo, eretas, inteiras,
com 4pice agudo ou cuspidado e base cuneada ou cordada (ALBUQUERQUE & ANDRADE,
1998; LORENZI & MATOS, 2002; VIANNA, 2009; YVETTE et al., 2014).

As flores de Ocimum gratissimum (Figura 15B) sdo pequenas com cdlice
horizontal, ponteado-glanduloso, glabro ou piloso, com I4bio superior arredondado ou
acuminado e decurrente até a metade superior e ladbio inferior acuminado ou cuspidado com
16bulos médios e laterais curtos. A corola dessa espécie € branca ou branca-esverdeada, com
tubo reto, glabro, infundibuliforme, com pelos curtos no interior do tubo, 16bulos do l4dbio
superior arredondados e ldbio inferior oval, inteiro ou sinuoso, concavo com poucos pelos o
dorso, apresentando ou nao glandulas (ALBUQUERQUE & ANDRADE, 1998; YVETTE et
al., 2014).

Essa espécie vegetal apresenta flores hermafroditas compostas por um ovdrio
supero com dois carpelos bicelulados e por quatro estames, declinados em dois pares, insertos
no tubo da corola. Os seus frutos consistem de quatro niiculas marrons, subesféricas, inclusas
no cdlice persistente, com pericarpo ponteado, sem mucilagem ou com uma capa incolor e
delgada (ALBUQUERQUE & ANDRADE, 1998; VIANNA, 2009).

Anatomicamente, as folhas dessa espécie possuem epiderme uniestratificada e
sdo anfiestomaticas com estdomatos diaciticos (ALVAREZ et al., 2013). Nas faces abaxial e
adaxial do limbo foliar hd tricomas tectores unisseriados, multicelulares, glandulares peltados
e capitados, especialmente sobre as nervuras. A nervura central apresenta feixe vascular

colateral e colénquima angular. O mesofilo € dorsiventral, com uma camada de parénquima
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palicédico e trés a quatro camadas de parénquima esponjoso (COSTA et al., 2009; GUPTA et.
al., 2011; FELIX-SILVA et al., 2012; SANTOS, 2013). Nas suas folhas também é descrita a
presenca de cristais de oxalato de célcio na forma de drusas (SANTOS, 2013).

Ocimum gratissimum pode ser propagada a partir de sementes e por meio de
estacas no espacamento de 0,80 m entre fileiras e 0,40 m entre espécies. Adapta-se bem a
qualquer tipo de solo e necessita de aplica¢do hidrica didria até o periodo da floragao que

ocorre em torno de sessenta dias (PEREIRA & MOREIRA, 2011).

2.5.3 Caracteristicas quimicas de Ocimum gratissimum L.

Nas partes aéreas de Ocimum gratissimum L. ja foram identificados: &4cido
cinamico; acido rosmarinico; &cido p-cumarinico; 4acido hidroxibenzoico; 4cido ferulico e
acido litospérmico (BORA et al., 2011).

Contudo, as folhas destacam-se como a parte do vegetal mais pesquisada nos
estudos quimicos dessa espécie vegetal, nas quais ja foram relatadas as presencas de: dcido
ascorbico (OBOH et al., 2008); 4cido sindpico (NANGIA-MAKKER et al., 2007; PEREIRA
& MAIA, 2007; VENUPRASAD et al., 2014); apigenina (NANGIA-MAKKER et al., 2007;
VENUPRASAD et al., 2014); d4cido L-caftarico; 4cido L-chicdrico; eugenil-f-D-
glucopiranosideo; vicenina-2 (CASANOVA et al., 2014); metil-eugenol; apigenina7.4,'-
dimetil-éter; himenoxina; luteolina; nevadensina; salvigenina; xantomicrol; basilimosideo
(VENUPRASAD et al., 2014); quercetina; acido protocatecuico; epigalocatequina galato;
acido galico; naringina (CHIU et al., 2012); rutina; catequina; epicatequina; dcido cafeico
(CHIU et al., 2012; LI et al., 2012); glicosideo cardiotonico (AKINMOLADUN et al., 2010;
AKPAN et al., 2014) e glicosideo cianogénico (NWEZE & EZE 2009; OKOLI et al., 2010).

Nos estudos de screening fitoquimico, os compostos fendlicos sao preponderantes
nessa espécie vegetal, com destaque para a classe dos taninos, flavonoides, alcaloides,

saponinas, terpenos, esteroides, polifenois e triterpenos (Tabela 1).

Tabela 1 — Classes de metabélitos secundarios identificadas em Ocimum gratissimum L.

(continua)
Classe de Preparacio Parte usada Referéncia
metabdlitos
Alcaloide EA F Aziba et al. (1999); Tanko et al. (2008);
Gupta et al. (2011); Akpan et al. (2014)
EC F Gupta et al. (2011)
EE F Nweze & Eze (2009); Koubala et al.

(2013); Dasmadhu & Harindran (2014)
PA Mann (2012)
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Tabela 1 — Classes de metabdélitos secundarios identificadas em Ocimum gratissimum L.

(continuagio)
Classe de Preparacio Parte usada Referéncia
metabélitos
EP F Gupta et al. (2011)
EM F Braga et al. (2007); Akinmoladun et al.
(2010); Okoli et al. (2010); Coutinho et al.
(2011); Gupta et al. (2011); Kumar et al.
(2011)
I Braga et al. (2007)
PA Djeussi et al. (2013)
Antraquinona EA F Akpan et al. (2014)
EE PA Mann (2012)
Aurona EH/EM F Coutinho et al. (2011)
Actcar redutor EE F Nweze & Eze (2009)
Aglicona esteroidal EE F Nweze & Eze (2009)
Carboidrato EA F Offiah & Chikwendu (1999); Gupta et al.
(2011); Akpan et al. (2014)
EE F Dasmadhu & Harindran (2014)
PA Mann (2012)
EM F Okoli et al. (2010)
Catequina EH/EM F Coutinho et al. (2011)
Chalcona EH/EM F Coutinho et al. (2011)
Esteroide EA F Offiah & Chikwendu (1999); Tanko et al.
(2008)
EE F Dasmadhu & Harindran (2014)
PA Mann (2012)
EP F Okoli et al. (2010)
EM F Braga et al. (2007); Akinmoladun et al.
(2010); Kumar et al. (2011); Gupta et al.
(2015)
PA Djeussi et al. (2013)
Fenol EA F Akpan et al. (2014)
EE PA Mann (2012)
F Koubala et al. (2013)
EM F Akinmoladun et al. (2010)
PA Djeussi et al. (2013)
Flavona EM F Coutinho et al. (2011)
Flavonoide EA F Oboh et al. (2008); Tanko et al. (2008);
Gupta et al. (2011); Lee et al. (2013);
Gontijo et al. (2014)
EC F Gupta et al. (2011)
EE PA Bora et al. (2011); Mann (2012)
F Koubala et al. (2013)
EP F Gupta et al. (2011)
EH F Oboh et al. (2008)
EM F Braga et al. (2007); Akinmoladun et al.
(2010); Okoli et al. (2010); Gupta et al.
(2011); Kumar et al. (2011); Gupta et al.
(2015)
I Braga et al. (2007)
Flavonol EM F Coutinho et al. (2011)
Flavononol EH/EM F Coutinho et al. (2011)
Leucoantocianidina EH/EM F Coutinho et al. (2011)
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Tabela 1 — Classes de metabdélitos secundarios identificadas em Ocimum gratissimum L.

(conclusio)
Classe de Preparacio Parte usada Referéncia
metabolitos
Polifenol EA F Oboh et al. (2008); Chiu et al. (2013); Lee
et al. (2013); Ze-Long et al. (2013)
PA Chiu et al. (2013)
EE F Dasmadhu & Harindran (2014)
PA Bora et al. (2011)
EH F Oboh et al. (2008)
EM F Gupta et al. (2015)
PA Djeussi et al. (2013)
Resina EM F Okoli et al. (2010)
Saponina EA F Tanko et al. (2008); Akpan et al. (2014);
Gontijo et al. (2014)
EE F Nweze & Eze (2009); Koubala et al.
(2013); Dasmadhu & Harindran (2014)
PA Mann (2012)
EM F Braga et al. (2007); Okoli et al.
(2010); Gupta et al. (2011); Kumar et al.
(2011)
Tanino EA F Offiah & Chikwendu (1999); Tanko et al.
(2008); Gupta et al. (2011); Akpan et al.
(2014); Gontijo et al. (2014)
EE F Nweze & Eze (2009); Koubala et al.
(2013)
PA Mann (2012)
EH F Coutinho et al. (2011)
EM PA Djeussi et al. (2013)
F Braga et al. (2007); Akinmoladun et al.
(2010); Okoli et al. (2010); Coutinho et al.
(2011); Gupta et al. (2011); Kumar et al.
(2011); Gupta et al. (2015)
I Braga et al. (2007)
Terpeno EA F Offiah & Chikwendu (1999); Tanko et al.
(2008); Gupta et al. (2011)
EC F Gupta et al. (2011)
EE F Nweze & Eze (2009); Koubala et al.
(2013)
PA Bora et al. (2011); Mann (2012)
EP F Okoli et al. (2010); Gupta et al. (2011)
EH F Coutinho et al. (2011)
EM F Akinmoladun et al. (2010); Coutinho et al.
(2011); Gupta et al. (2011); Kumar et al.
(2011); Gupta et al. (2015)
I Braga et al. (2007)
PA Djeussi et al. (2013)
Xantona EH/EM F Coutinho et al. (2011)

Fonte: Prépria (2018).

Legenda: EE = extrato etandlico; EA = extrato aquoso; EM = extrato metandlico; EH = extrato
hexénico; EC = extrato cloroférmico; EP = extrato em éter de petréleo; F = folha; I = inflorescéncia;

PA = parte aérea.
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2.5.4 Caracteristicas farmacolégicas de Ocimum gratissimum L.

Ocimum gratissimum tem atividade antibacteriana de amplo espectro, destacando-

se na literatura a acdo bacteriostitica das folhas dessa espécie contra as bactérias Bacillus

subtilis (Gram positiva) e Escherichia coli (Gram negativa) (Tabela 2), com efeito

potencializador dos efeitos da norfloxacina (COUTINHO et al., 2011).

Tabela 2 - Micro-organismos sensiveis a espécie vegetal Ocimum gratissimum L.

(continua)

Micro-organismo

Extrato Parte usada Acdo  Referéncia

Gram positivo
Bacillus subtilis

Streptococcus faecalis
Streptococcus pneumoniae
Gram negativo

Enterobacter cloacae
Escherichia coli

Klebsiella pneumonia

Neisseria gonorrhoeae
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa

EM F BT Saha et al. (2013)

EA F BT Nwinyi et al. (2009); Ishiwu et al.
(2014); Stanley et al. (2014)

EM BT Prasannabalaji et al. (2012)

F
EH F BT Coutinho et al. (2011)
F

EE BT Nwinyi et al. (2009); Amengialue et
al. (2013); Stanley et al. (2014);
Omodamiro & Jimoh (2015)
PA BT Mann (2012)
DC F BT Amengialue et al. (2013)
PA BT Passos et al. (2009)
HA PA BT Passos et al. (2009)
AL PA BT Passos et al. (2009)
EA F BT Stanley et al. (2014)
EE F BT Stanley et al. (2014)
EE F BT Omodamiro & Jimoh (2015)
EM PA BT Djeussi et al. (2013)
EM PA BT Djeussi et al. (2013)
EA F BT Nwinyi et al. (2009); Ishiwu et al.
(2014); Stanley et al. (2014)
EM F BT Saha et al. (2013)
PA BT/BC Dijeussi et al. (2013)
EE F BT Nwinyi et al. (2009); Amengialue et

al. (2013); Stanley et al. (2014);
Omodamiro & Jimoh (2015)

EE F BT Nwinyi et al. (2009); Amengialue et
al. (2013); Stanley et al. (2014);
Omodamiro & Jimoh (2015)

PA BT Mann (2012)

DC F BT Amengialue et al. (2013)
PA BT Passos et al. (2009)

HA PA BT Passos et al. (2009)

AL PA BT Passos et al. (2009)

EE PA BT Mann (2012)

EM PA BT Djeussi et al. (2013)

EE PA BT Mann (2012)

EE F BT Omodamiro & Jimoh (2015)

EA F BT Stanley et al. (2014)
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Tabela 2 - Micro-organismos sensiveis a espécie vegetal Ocimum gratissimum L.

(conclusao)
Micro-organismo Extrato Parte usada Acdo  Referéncia
EE F BT Stanley et al. (2014); Omodamiro &
Jimoh (2015)
PA BT Mann (2012)
Salmonela ssp. EE F BT Amengialue et al. (2013);
Omodamiro & Jimoh (2015)
DC F BT Amengialue et al. (2013)
Salmonella enteritidis DC PA BT Passos et al. (2009)
HA PA BT Passos et al. (2009)
AL PA BT Passos et al. (2009)
Salmonella paratyphi EM F BT Prasannabalaji et al. (2012)
Salmonella typhi EM F BT Prasannabalaji et al. (2012)
EE PA BT Mann (2012)
Shigella ssp. EE F BT Amengialue et al. (2013)
DC F BT Amengialue et al. (2013)
Vibrio cholerae EE PA BT Mann (2012)
Providencia stuartii EM PA BT Djeussi et al. (2013)
Vibrio alglinolyticus EA/ET F BT/BC Igbinosa & Idemudia et al. (2016)
Vibrio fluvialis

Vibrio mimicus
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio vulnificus

Fonte: Prépria (2018).

Legenda: AL = alcoolatura; DC = decocto; HA = hidroalcoolatura; EE = extrato etandlico; EA = extrato aquoso;
EM = extrato metandlico; EH = extrato hexanico; ET = extrato acetonico; F = folha; PA = parte aérea; BT =
bacteriostatico; BC = bactericida.

A atividade fungicida dessa espécie também ja foi comprovada em pesquisas com
extratos aquosos, etandlicos e metandlicos, principalmente de suas folhas e da parte aérea
(Tabela 3). Alguns desses fungos sdo fitopatégenos, mas podem provocar toxicidade e
infec¢des oportunistas em humanos, especialmente em pacientes imunodeprimidos, como:
Aspergillus flavus, Aspergillus niger (DAGENAIS & KELLER, 2009; MANISHA &
PANWAR, 2012), Aspergillus tamarii (AL-FAKIH, 2014), Bipolaris sorokiniana (SHAFII et
al., 2006), Botryosphaeria rhodina (POUNDER et al., 2007), Cladosporium sphaerospermum
(YANO et al.,, 2003; MANISHA & PANWAR, 2012), Colletotrichum gloeosporioides
(GUARRO et al., 1998; OGAWA et al., 2014; CHO et al., 2015); Fusarium compacticum
(PINCELLI et al., 2008; MIRHENDI et al., 2010), Fusarium oxysporum (MANISHA &
PANWAR, 2012), Fusarium proliferatum, Penicillium citrinum (AL-FAKIH, 2014),
Penicillium oxalicum (CHOWDHARY et al., 2014), Rhizopus nigricans (MANISHA &
PANWAR, 2012) e Rhizopus oryzae (RIBES et al., 2000).
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Tabela 3 - Fungos sensiveis a espécie vegetal Ocimum gratissimum L.

Fungo Preparacio  Parte usada  Referéncia
Aspergillus flavus* EA F Bankole & Somorin (2010)
Aspergillus niger* EA F Bankole & Somorin (2010)
Aspergillus tamarii* EA F Bankole & Somorin (2010)
Bipolaris sorokiniana* EA F Rodrigues, E. A. et al. (2006)
Candida albicans EM Fe FL Braga et al. (2007)
Cladosporium sphaerospermum*  EA F Bankole & Somorin (2010)
Colletotrichum gloeosporioides* EA F Silva et al. (2009); Orji et al.
(2015)
EE F Andrade-Pinto et al. (2010); Orji

et al. (2015)

EM F Orji et al. (2015)

Cryptococcus neoformans EM Fe FL Braga et al. (2007)
Epidermophyton ssp. EE F Mbakwem-Aniebo et al. (2012)
Fusarium compacticum* EA F Bankole & Somorin (2010)
Fusarium oxysporum* EA F Bankole & Somorin (2010)
Fusarium proliferatum* EA F Bankole & Somorin (2010)
Malassezia furfur EE F Mbakwem-Aniebo et al. (2012)
Microsporum ssp. EE F Mbakwem-Aniebo et al. (2012)
Penicillium citrinum* EA F Bankole & Somorin (2010)
Penicillium oxalicum* EA F Bankole & Somorin (2010)
Rhizopus nigricans* EA F Bankole & Somorin (2010)
Rhizopus oryzae™ EA F Bankole & Somorin (2010)
Trichophyton ssp. EE F Mbakwem-Aniebo et al. (2012)

* Fitopatdégenos oportunistas em humanos.
Fonte: Prépria (2018)
Legenda: EE = extrato etandlico; EA = extrato aquoso; EM = extrato metanélico; F = folha; FL = flor.

As folhas dessa espécie em extrato etandlico apresentam agao repelente e eficicia
adulticida contra Anopheles gambiae (AFOLABI et al., 2018) e, em estudos com extratos
hexanico, metandlico e em acetato de etila, demonstraram acdo moderada contra insetos
vetores da filariose, Culex gelidus e Culex quinquefasciatus, tanto na fase de larva quanto
adulta desses insetos (KAMARAJ & RAHUMAN, 2010).

Estudos indicam ainda que Ocimum gratissimum possui atividade contra
protozodrios causadores de algumas das doencas endémicas que mais preocupam a saude
publica do Brasil: leishmaniose e maldria. A acdo contra os protozodrios Leishmania chagasi,
causador da leishmaniose visceral (calazar) e Leishmania amazonenses, agente etiolégico da
leishmaniose cutdnea foi demonstrada pelo extrato metandlico das folhas de Ocimum
gratissimum (BRAGA et al., 2007); enquanto que a atividade antiparasitiria contra
Plasmodium falciparum, causador da maléria, foi exibida pelas folhas dessa espécie vegetal
em extratos hexanico, acetato de etila (ABIODUN et al., 2011), metandlico (ABIODUN et al.,
2011; KAMARAJ et al., 2012) e etandlico (TABA et al., 2012).

Além disso, Ocimum gratissimum foi eficiente contra subespécies do protozodrio

causador da doenga do sono: Trypanosoma brucei rhodesiense, que se mostrou sensivel as
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folhas em extratos hexanico, metandlico e em acetato de etila (ABIODUN et al., 2012); e
Trypanosoma brucei brucei, sensivel as folhas desse vegetal em extrato aquoso (ADAMU et
al., 2009) e em extrato etandlico (KPADONOU-KPOVIESSI et al., 2014).

Ocimum gratissimum possui uma forte atividade antioxidante, o que foi exibido
nas pesquisas com extrato aquoso do caule desse vegetal (CHIU et al., 2013) e com extratos
etandlico (PEREIRA & MAIA, 2007; VENUPRASAD et al., 2014), aquoso (OBOH et al.,
2008; CHIU et al., 2013), metandlico (AKINMOLADUN et al., 2010), cloroférmico
(AKINRINDE et al., 2016) e hexanico (OBOH et al., 2008) das suas folhas.

A acdo antioxidante desse vegetal € atribuida a polifenois (OBOH et al., 2008;
AKINMOLADUN et al., 2010; CHIU et al., 2013; VENUPRASAD et al., 2014; HZOUNDA
et al, 2016), eugenol (PEREIRA & MAIA, 2007), taninos (GONTLJO et al., 2014),
flavonoides (OBOH et al., 2008; AKINMOLADUN et al., 2010; GONTIO et al. , 2014;
VENUPRASAD et al., 2014), carotenoides, vitamina C (OBOH et al., 2008), esteroides,
terpenos e alcaloides (AKINMOLADUN et al., 2010).

Inclusive, a atividade hepatoprotetora dessa espécie vegetal € atribuida a
propriedade antioxidante dos compostos fendlicos desse vegetal, como demonstrado por
estudos com extrato aquoso das folhas (CHIU et al., 2012; ADETUTU & OLORUNNISOLA,
2013) e com extratos metandlicos das folhas (SALEMCITY et al., 2014) e da parte aérea
(GEORGE & CHATURVEDI, 2009; GEORGE et al., 2011). Gupta et al. (2015) também
citam o efeito hepatoprotetor das folhas de Ocimum gratissimum em extrato metandlico e o
atribuem a propriedade antioxidante dos flavonoides, com indicagdo de uma possivel
aplicacdo de seus extratos foliares na melhoria da lesdao hepatica. O extrato aquoso das folhas
dessa espécie vegetal tem potencial de uso para a prevencdo e tratamento de hepatopatias,
como fibrose hepatica (CHIU et al., 2014), e como adjuvante terapéutico na toxicidade da
cisplatina, um agente antineopldsico citotoxico (ARHOGHRO et al., 2012).

A atividade antioxidante é considerada a responsdvel por outras propriedades
exibidas por Ocimum gratissimum, como: protetor de lesdes cerebrais, como isquemia
cerebral, pelo extrato etandlico da sua parte aérea (BORA et al., 2011); redutor da pressao
sanguinea em estudos com extrato cloroférmico (AKINRINDE et al., 2016); e antimutagénica
e antigenotoxica (GONTIJO et al., 2014) com extrato aquoso das folhas dessa espécie. A agdo
curativa de colite exibida por esse vegetal também ¢é atribuida a propriedade antioxidante
associada a anti-inflamatoria (ALABI et al., 2018).

Além dessas propriedades, essa espécie vegetal demonstra potencial para

aplicabilidade nos tratamentos de diabetes em razdo do efeito hipoglicémico de suas folhas,
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tanto em extratos aquosos (OGUANOBI et al., 2012; AKPAN et al., 2014) quanto etandlicos
(OGUANORBI et al., 2012) e, segundo Casanova et al. (2014, 2017) quatro derivados de acido
cinamico (4cido cafedrico, cafeico, chicérico e rosmarinico) e o flavonoide C-glucosilado
(vicenina-2) sdo os responsaveis por essa acao hipoglicémica pela promog¢ao do aumento da
secrecdo de insulina. Inclusive, essa planta é capaz de reverter a anemia secunddria ao
Diabetes mellitus (SHITTU et al., 2016) também pelo extrato aquoso das folhas desse vegetal.

Em relagdo a anemias, recentemente, o 4cido ursdlico, triterpeno isolado das
folhas de Ocimum gratissimum, demonstrou atividade também contra a falcizagdo de
hemacias, um dos sintomas caracteristicos da anemia falciforme (TSHILANDA et al., 2015).

O extrato etandlico das folhas dessa espécie vegetal provoca redugdo nas
alteracdes bioquimicas, radioldgicas e histopatoldgicas provocadas por artrite induzida por
coligeno (MADHU & HARINDRAN, 2014). H4 relatos também das atividades anti-
inflamatéria do extrato aquoso das folhas de Ocimum gratissimum (TANKO et al., 2008; ZE-
LONG et al., 2013) e antinociceptiva com acdo benéfica contra dores inflamatorias,
neurogénicas e neuropdticas de suas folhas em extrato aquoso (AZIBA et al., 1999; TANKO
et al., 2008), extrato metandlico (KUMAR et al., 2011).

Pesquisas apontam o extrato aquoso das folhas de Ocimum gratissimum ainda
como um agente antitumoral, contra: adenocarcinoma pulmonar (CHEN et al., 2011); tumor
mamadrio (NANGIA-MAKKER et al., 2007, 2013); cancer de préstata (EKUNWE et al.,
2013); osteosarcoma (LIN et al., 2014).

As pesquisas indicam diversas outras propriedades farmacoldgicas para Ocimum
gratissimum: ansiolitica, em ensaios com as folhas em extrato metandlico (OKOLI et al.,
2010) e extrato etandlico (VENUPRASAD et al., 2014); antiemética, em estudos com as
folhas em extrato metandlico IHEKWEREME et al., 2016); antitilcera, em pesquisas da parte
aérea em extrato etanolico (ONASANWO et al., 2012); antiurolitica, em ensaios com extrato
etandlico da parte aérea dessa espécie (AGARWAL & VARMA, 2014); anticonvulsivante de
suas folhas mediante estudos em extratos aquoso (AZIBA et al., 1999) e em éter de petrdleo
(OKOLI et al., 2010); antidiarreica (OFFIAH & CHIKWENDU, 1999) e protetor de tecidos
cardiacos contra cirrose por hipertrofia cardiaca (LI et al., 2012) e de cardiomidcitos do
estresse oxidativo (LEE et al., 2013) em anélises das folhas em extrato aquoso.

Ocimum gratissimum pode ser empregada também em tratamentos fitopatologicos
e veterindrios. Pragas que atacam outros vegetais sdo combatidos igualmente por essa espécie,
como o inseto Callosobruchus maculatus (caruncho-do-feijao) que demonstrou ser suscetivel

ao extrato etandlico (MIAFO et al., 2014) das folhas desse vegetal. De modo semelhante, o
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hidrolato e o extrato aquoso (HOCAYEN & PIMENTA, 2013) das folhas desse vegetal
demonstraram seu potencial carrapacticida em bovinos, especificamente no combate de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Quanto a toxicidade, pesquisas indicam que o extrato aquoso das folhas desse
vegetal induz alteragdes neurocomportamentais com interferéncia no sistema colinérgico,
como diminuicdo da frequéncia de locomocdo (IBIRONKE & MODUPE, 2015), e
hematoldgicas com discrasias sanguineas de eritrécitos, plaquetas e leucécitos (OFEM et al.,
2012). O consumo prolongado das suas folhas in natura provoca reducdo significativa de
parametros hematolégicos (como a hemoglobina) e bioquimicos, como proteina sérica,
colesterol e peroxidacdo lipidica IWEALA & OBIDOA, 2010). Em relac@o a essa acdo de
Ocimum gratissimum sobre o colesterol, € importante frisar que apesar do efeito
cardiovascular benéfico gerado pela diminuicdo do nivel sérico dessa substancia no
organismo, hé indicios de que a reducdo intensa dos niveis séricos de colesterol aumenta a
incidéncia de quadros de ansiedade pela diminui¢do de serotonina cerebral (THOMAS et al.,
2014), o que justifica a necessidade de se evitar ou monitorar o consumo prolongado de
alfavaca (especialmente in natura).

Ademais, estudos demonstram que essa espécie vegetal provoca alteragdes na
fertilidade masculina e feminina. Houve diminuicao da fertilidade masculina em testes feitos
com extrato aquoso de folhas (OBIANIME et al., 2010) e da fertilidade feminina em ensaios
realizados com extrato acetonico de caule (SRIPRIYA et al., 2011) e extrato metandlico de
folhas (EGBA et al., 2015) de Ocimum gratisismum.

Outros estudos sobre a toxicidade dessa espécie vegetal relatam auséncia de
genotoxicidade, espermatoxicidade e citotoxicidade de suas folhas (AKINBORO &
BAKARE, 2013; HERNANDEZ et al., 2006). Contudo, Akinboro & Bakare (2013) sugerem
uma possivel atividade mutagé€nica do extrato aquoso das folhas de Ocimum gratissimum e
Hernandez et al. (2006) citam efeitos toxicos agudos e significativos de hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade na dose 3 g/kg de extrato fluido das folhas dessa espécie.

Apesar de sua comprovada atividade hipoglicémica (OGUANOBI et al., 2012;
AKPAN et al., 2014; CASANOVA et al., 2014, 2017), Olabanji et al. (2014) sugerem, para
prevenir complicacdes, que pacientes diabéticos evitem o uso dessa espécie em razdo da
presenca de arsénio (As), cromo (Cr) e cobre (Cu) nas suas folhas acima da recomendacgdo

didria de ingesta.
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2.5.5 O oéleo essencial de Ocimum gratissimum L.

A seguir serdo relatadas a composicao quimica e as atividades farmacoldgicas do

6leo essencial de Ocimum gratisismum L.

2.5.5.1 Caracteristicas quimicas do oleo essencial de Ocimum gratissimum L.

Os componentes dos Oleos essenciais sdo os compostos mais estudados

quimicamente em Ocimum gratisismum, onde 0s monoterpenos sobressaem-se como a classe

quimica mais abundante, seguidos pelos sesquiterpenos (Tabela 4).

Tabela 4 - Componentes identificados no éleo essencial de Ocimum gratissimum L.

(continua)
Componente Parte usada Referéncia
Fenilpropanoide
eugenol F Vasconcelos Silva et al. (1999); Vieira et al. (2001);
Lahlou et al. (2004); Lemos et al. (2005); Faria et al.
(2006); Freire et al. (2006); Ueda-Nakamura et al.
(2006); Pereira & Maia (2007); Matasyoh et al. (2007,
2008); Oliveira et al. (2009); Borges, A. M et al. (2012);
Saha et al. (2013); Boijink et al. (2016); Oliveira et al.
(2016); Ribeiro et al. (2016); Smitha & Tripathy (2016);
Chimnoi et al. (2018)
I Silva et al. (2010); Smitha & Tripathy (2016)
PA Faria et al. (2006); Joshi (2013)
metil-eugenol F Matasyoh et al. (2007, 2008)
metil-iso-eugenol F/1 Smitha & Tripathy (2016)
Monoterpeno
1.3.8-p-metatrieno F Nguemtchouin et al. (2013)
1.8-cineol F Vasconcelos Silva et al. (1999); Vieira et al. (2001);
Ngassoum et al. (2003); Lahlou et al. (2004);
Tchoumbougnang et al. (2005); Freire et al. (2006);
Tatsadjieu et al. (2008); Oliveira et al. (2009); Boijink et
al. (2016); Oliveira et al. (2016); Ribeiro et al. (2016)
PA Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
3,9-epoxi-p-menta-1.8- F Ngassoum et al. (2003); Tatsadjieu et al. (2008)
dieno
4-terpineol F Vasconcelos Silva et al. (1999); Boijink et al. (2016);
Ribeiro et al. (2016)
o-felandreno F Ngassoum et al. (2003); Tchoumbougnang et al. (2005);
Nguemtchouin et al. (2013); Lima et al. (2018)
PA Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
o-pineno F Vasconcelos Silva et al. (1999); Lahlou et al. (2004);
Tchoumbougnang et al. (2005); Freire et al. (2006);
Tamgue et al. (2011); Nguemtchouin et al. (2013); Saha
et al. (2013); Boijink et al. (2016); Ribeiro et al. (2016);
Lima et al. (2018)
PA Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
a-terpineno F Lemos et al. (2005); Tchoumbougnang et al. (2005);

Tamgue et al. (2011); Nguemtchouin et al. (2013); Lima
et al. (2018)
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Tabela 4 — Componentes identificados no éleo essencial de Ocimum gratissimum L.

(continuagio)

Componente

Parte usada

Referéncia

a-terpineol

o-terpinoleno
o-tujeno

[-3-careno
[S-felandreno

[-ocimeno

[S-pineno

[-terpineno
[-terpineol
[S-tujono
0-3-careno

o-terpineol
y-terpineno

y-terpineol
y-terpinoleno

p-cimeneno

p-cimeno

p-cimen-7-ol
p-cimen-8-ol

p-mentano-1.3.8-trieno
borneol

PA
F

>

”ﬂ*ﬂ;"ﬂ"ﬂ"ﬂ"ﬂ"d

PA
PA

PA
PA

PA

Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
Vasconcelos Silva et al. (1999); Ngassoum et al. (2003);
Lahlou et al. (2004); Tchoumbougnang et al. (2005);
Freire et al. (2006); Boijink et al. (2016); Ribeiro et al.
(2016); Lima et al. (2018)

Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
Ngassoum et al. (2003)

Tchoumbougnang et al. (2005); Tamgue et al. (2011);
Nguemtchouin et al. (2013); Smitha & Tripathy (2016);
Lima et al. (2018)

Smitha & Tripathy (2016)

Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
Tatsadjieu et al. (2008)

Tchoumbougnang et al. (2005); Tatsadjieu et al. (2008)
Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Lemos et al. (2005); Tchoumbougnang et al. (2005);
Nguemtchouin et al. (2013); Oliveira et al. (2016); Lima
et al. (2018)

Tchoumbougnang et al. (2005);
Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
Lahlou et al. (2004); Tchoumbougnang et al. (2005);
Freire et al. (2006); Matasyoh et al. (2007, 2008);
Tamgue et al. (2011); Nguemtchouin et al. (2013); Saha
et al. (2013); Boijink et al. (2016); Oliveira et al. (2016);
Ribeiro et al. (2016)

Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
Tatsadjieu et al. (2008)

Tatsadjieu et al. (2008)

Tatsadjieu et al. (2008)

Tchoumbougnang et al. (2005)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Boijink et al. (2016); Ribeiro et al. (2016)

Vieira et al. (2001); Ngassoum et al. (2003); Lemos et
al. (2005); Tchoumbougnang et al. (2005); Tamgue et al.
(2011); Nguemtchouin et al. (2013); Hzounda et al.
(2016); Lima et al. (2018)

Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Vieira et al. (2001)

Bonou et al. (2016)

Joshi (2013)

Lemos et al. (2005)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Vieira et al. (2001); Ngassoum et al. (2003); Lemos et
al. (2005); Tchoumbougnang et al. (2005); Tatsadjieu et
al. (2008); Tamgue et al. (2011); Nguemtchouin et al.
(2013); Bonou et al. (2016); Lima et al. (2018)
Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Nguemtchouin et al. (2013); Lima et al. (2018)
Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Tamgue et al. (2011); Lima et al., 2018
Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Joshi  (2013);
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Tabela 4 — Componentes identificados no éleo essencial de Ocimum gratissimum L.

(continuagio)
Componente Parte usada Referéncia
canfeno F Vieira et al. (2001); Tchoumbougnang et al. (2005);
Tamgue et al. (2011); Nguemtchouin et al. (2013); Lima
et al. (2018)
PA Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
canfora F Tchoumbougnang et al. (2005); Matasyoh et al. (2007,
2008); Tamgue et al. (2011); Saha et al. (2013)
carvacrol F Lemos et al. (2005); Tatsadjieu et al. (2008); Tamgue et
al. (2011); Nguemtchouin et al. (2013); Lima et al.
(2018)
PA Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
cineol F Saha et al. (2013)
cis-4-caranono P Joshi (2013)
cis-ocimeno F Lahlou et al. (2004); Matasyoh et al. (2007, 2008);
Chimnoi et al. (2018)
citral F Saha et al. (2013)
citral A F Tchoumbougnang et al. (2005)
citral B (neral) F Tchoumbougnang et al. (2005)
citronelal F Tchoumbougnang et al. (2005); Saha et al. (2013)
PA Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
dehidro-p-cimeno F Ngassoum et al. (2003); Tatsadjieu et al. (2008)
estragol (metil-chavicol) F Vieira et al. (2001)
PA Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
geraniol F Vieira et al. (2001); Saha et al. (2013)
hidrato cis-sabineno F Lima et al. (2018)
PA Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
hidrato trans-sabineno F Tamgue et al. (2011); Lima et al. (2018)
PA Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
limoneno F Ngassoum et al. (2003); Tchoumbougnang et al. (2005);
Tatsadjieu et al. (2008); Tamgue et al. (2011);
Nguemtchouin et al. (2013)
PA Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
linalol F Vasconcelos Silva et al. (1999); Lahlou et al. (2004);
Tchoumbougnang et al. (2005); Freire et al. (2006);
Tatsadjieu et al. (2008); Tamgue et al. (2011);
Nguemtchouin et al. (2013); Saha et al. (2013); Boijink
et al. (2016); Ribeiro et al. (2016); Sumitha & Thoppil
(2016); Chimnoi et al. (2018)
PA Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
metil-ester-timol PA Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
metil-éter-timol F Lima et al. (2018)
timol F Lima et al. (2018)
[-mirceno F Vasconcelos Silva et al. (1999); Lahlou et al. (2004);
Lemos et al. (2005); Tchoumbougnang et al. (2005);
Freire et al. (2006); Tatsadjieu et al. (2008); Tamgue et
al. (2011); Nguemtchouin et al. (2013); Boijink et al.
(2016); Bonou et al. (2016); Ribeiro et al. (2016);
Chimnoi et al., 2018
PA Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
neo-alo-ocimeno F Nguemtchouin et al. (2013)
nerol F Tchoumbougnang et al. (2005)
sabineno F Tchoumbougnang et al. (2005); Freire et al. (2006);

Tatsadjieu et al. (2008); Nguemtchouin et al. (2013);
Boijink et al. (2016); Ribeiro et al. (2016); Lima et al.
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Tabela 4 - Componentes identificados no éleo essencial de Ocimum gratissimum L.

(continuagio)

Componente

Parte usada

Referéncia

terpinen-4-ol
terpin-4-ol

terpinoleno

trans-4-caranono
trans-ocimeno

trans-p-ocimeno
trans-tujono

umbelulone
Diterpeno
fitol
Triterpeno
6.10.14.18.22-

tetracosapentaeno-2-

ol.3-bromo-
2.6.10.15.19.23-
hexametil-(all-e)-

megastigmatrienono

Sesquiterpeno

1.2-epéxidohumuleno

(12.4a1.8a2)-
1.2.3.4.4a.5.6.8a-

octahidro-7-metil-4-

metileno-1-(1-

metiletil)-naftaleno
6-isopropenil-4.8a-

dimetil-

1.2.3.5.6.7.8.8aoctahidr
onaftalen0-2.3-diol

7-epi-a-selineno

a-amorfeno
(Z)-a-bisaboleno
a-bourboneno
a-cadinol
a-cariofeleno
a-copaeno

o-cubebeno
a- farneso
a-farneseno

PA

ps|

>

T ™™ ™™ Y

eslisviissiige Mo

(2018)

Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
Tchoumbougnang et al. (2005); Tatsadjieu et al. (2008);
Tamgue et al. (2011); Nguemtchouin et al. (2013)

Vieira et al. (2001); Lemos et al. (2005)

Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Vieira et al. (2001); Tchoumbougnang et al. (2005);
Tatsadjieu et al. (2008); Lima et al. (2018)

Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Joshi (2013)

Matasyoh et al. (2007, 2008); Boijink et al. (2016);
Ribeiro et al. (2016); Chimnoi et al. (2018)

Tatsadjieu et al. (2008)

Nguemtchouin et al. (2013)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Sumitha & Thoppil (2016)

Sumitha & Thoppil (2016)

Sumitha & Thoppil (2016)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
Sumitha & Thoppil (2016)

Sumitha & Thoppil (2016)

Nguemtchouin et al. (2013); Boijink et al. (2016);
Ribeiro et al. (2016)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Tamgue et al. (2011)

Lemos et al. (2005)

Boijink et al. (2016); Ribeiro et al. (2016)
Tchoumbougnang et al. (2005); Chimnoi et al. (2018)
Tamgue et al. (2011); Chimnoi et al. (2018)

Vieira et al. (2001); Lemos et al. (2005);
Tchoumbougnang et al. (2005); Tamgue et al. (2011);
Smitha & Tripathy (2016); Chimnoi et al. (2018)

Silva et al. (2010); Smitha & Tripathy (2016)

Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
Nguemtchouin et al. (2013); Chimnoi et al. (2018)
Matasyoh et al. (2007, 2008)

Chimnoi et al. (2018)
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Tabela 4 - Componentes identificados no éleo essencial de Ocimum gratissimum L.

(continuagio)

Componente

Parte usada

Referéncia

a-humuleno

a-muuroleno
o-selineno

a-trans-bergamoteno
a-cis-bergamoteno
[-bisaboleno
[-bourboneno
[-cariofileno

f-copaeno

[-cubebeno

S-elemeno

[-farneseno

[S-selineno

y-cadineno
y-cariofileno
y-muuroleno

o-cadineno

PA

Lahlou et al. (2004); Lemos et al. (2005); Freire et al.
(2006); Nguemtchouin et al. (2013); Boijink et al.
(2016); Ribeiro et al. (2016); Lima et al. (2018)
Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Chimnoi et al. (2018)

Lahlou et al. (2004); Lemos et al. (2005);
Tchoumbougnang et al. (2005); Freire et al. (2006);
Tamgue et al. (2011); Nguemtchouin et al. (2013);
Boijink et al. (2016); Oliveira et al. (2016); Ribeiro et al.
(2016)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014); Chimnoi et al. (2018)
Chimnoi et al. (2018)

Matasyoh et al. (2007, 2008); Chimnoi et al. (2018)
Chimnoi et al. (2018)

Vasconcelos Silva et al. (1999); Ngassoum et al. (2003);
Lemos et al. (2005); Tchoumbougnang et al. (2005);
Tatsadjieu et al. (2008); Tamgue et al. (2011);
Nguemtchouin et al. (2013); Boijink et al. (2016);
Oliveira et al. (2016);

Ribeiro et al. (2016); Chimnoi et al. (2018)

Silva et al. (2010)

Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
Tatsadjieu et al. (2008); Nguemtchouin et al. (2013);
Chimnoi et al. (2018)

Joshi (2013)

Tatsadjieu et al. (2008); Nguemtchouin et al. (2013);
Smitha & Tripathy (2016); Chimnoi et al. (2018)

Joshi (2013)

Vasconcelos Silva et al. (1999); Lahlou et al. (2004);
Tchoumbougnang et al. (2005); Freire et al. (2006);
Nguemtchouin et al. (2013); Boijink et al. (2016);
Ribeiro et al. (2016); Chimnoi et al. (2018); Lima et al.
(2018)

Smitha & Tripathy (2016)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Lemos et al. (2005); Tatsadjieu et al. (2008); Chimnoi et
al. (2018)

Lahlou et al. (2004); Freire et al. (2006); Tamgue et al.
(2011); Boijink et al. (2016); Ribeiro et al. (2016); Lima
et al. (2018)

Oliveira et al. (2016)

Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)

Tchoumbougnang et al. (2005); Chimnoi et al. (2018)
Vieira et al. (2001)

Vieira et al. (2001); Tchoumbougnang et al. (2005);
Boijink et al. (2016); Ribeiro et al. (2016); Chimnoi et
al. (2018)

Silva et al. (2010)

Joshi (2013)

Tchoumbougnang et al. (2005); Tamgue et al. (2011);
Nguemtchouin et al. (2013)

Silva et al. (2010)
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Tabela 4 - Componentes identificados no éleo essencial de Ocimum gratissimum L.

(conclusio)
Componente Parte usada Referéncia
PA Joshi (2013)
o-elemeno F Tchoumbougnang et al. (2005)
A-selineno F Vieira et al. (2001)
PA Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
alo-aromadendreno F Tchoumbougnang et al. (2005)
ar-turmerono F Sumitha & Thoppil (2016)
bergamoteno F Sumitha & Thoppil (2016)
bisaboleno F Tatsadjieu et al. (2008)
cariofileno F Sumitha & Thoppil (2016)
cis-f-guaieno F Lemos et al. (2005)
cis-muurola-4-(14).5- PA Joshi (2013)
dieno
copaeno F Sumitha & Thoppil (2016)
curlono F Sumitha & Thoppil (2016)
epi-cubebol PA Joshi (2013)
espatulenol F Vieira et al. (2001); Lemos et al. (2005); Lima et al.
(2018)
germacreno A F Freire et al. (2006)
germacreno D F Lahlou et al. (2004); Lemos et al. (2005);
Tchoumbougnang et al. (2005); Freire et al. (2006);
Matasyoh et al. (2007, 2008); Nguemtchouin et al.
(2013); Oliveira et al. (2016); Lima et al. (2018)
PA Joshi (2013); Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
germacrene D-4-ol F Chimnoi et al. (2018)
isolongifoleno F Smitha & Tripathy (2016)
I Smitha & Tripathy (2016)
nerolidol F Tchoumbougnang et al. (2005)
oxido-cariofileno F Lemos et al. (2005); Tatsadjieu et al. (2008);
Nguemtchouin et al. (2013); Sumitha & Thoppil (2016);
Chimnoi et al. (2018); Lima et al. (2018)
PA Kpadonou-Kpoviessi et al. (2014)
T-cadinol F Tchoumbougnang et al. (2005)
trans-cariofileno F Lahlou et al. (2004); Freire et al. (2006); Matasyoh et al.
(2007, 2008); Lima et al. (2018)
turmerono F Sumitha & Thoppil (2016)
trans-muurola-4-(14).5- PA Joshi (2013)

dieno

Fonte: Propria (2018)
Legenda: F = folha; I = inflorescéncia; PA = parte aérea

Em geral, os terpenoides sdo predominantes nos dleos essenciais das espécies
vegetais, mas muitos desses Oleos sao constituidos também por fenilpropanoides
(SANGWAN et al., 2001), como no caso de Ocimum gratissimum, que apresenta, inclusive, o
fenilpropanoide eugenol como um dos compostos mais identificados no seu 6leo essencial
(Tabela 4).

As estruturas quimicas dos componentes mais isolados e identificados no 6leo

essencial de Ocimum gratissimum L. estdo dispostas na Figura 16 a seguir.
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Figura 16 - Estrutura dos principais componentes quimicos identificados na espécie

Ocimum gratissimum L.

@ @
fA-pineno mirceno linalal 1.8-cineol g-pineno I
y-muroleno
OH
a-terpineol v-terpineno p-cimeno sabineno g-tujeno

2o oA

OO %

g-terpineno carvacrol limoneno (E)-B-ocimeno canfeno
O | S-elemeno
canfora Cis-ocimeno terpinoleno S-cariofileno i
g-selineno germacrena D G-COPASno o~ tnmuleno
eugenol
dxido-cariofileno 3-selineno

Fonte: Prépria (2018).
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E importante frisar que terpenos e fenilpropanoides possuem rotas biossintéticas
distintas: os terpenos sao originados pelas vias do 4cido mevaldnico e do metileritritol-fosfato
(DUDAREVA et al., 2013), enquanto que os fenilpropanoides sdo formados pela via do dcido
chiquimico (TAN & NISHIDA, 2012).

A composi¢do quimica do o6leo essencial das folhas e da inflorescéncia de
Ocimum gratissimum apresenta grandes alteracdes dependendo da localizacdo geografica,
fase de crescimento e época de coleta (SMITHA & TRIPATHY, 2016).

Os componentes majoritarios do 6leo essencial das folhas dessa espécie podem
variar de zero a 98,02% devido apenas a diferencas na hora de coleta (VASCONCELOS
SILVA et al., 1999), sendo recomendada a colheita das suas folhas pela manha ou entre 11 e
13 horas, periodo em que o teor de eugenol € mais elevado (PEREIRA & MOREIRA, 2011).

Os Oleos essenciais sdo tdo importantes em Ocimum gratisismum que até 0s seus
componentes majoritarios sdo utilizados na identificagdo de quimitipos da espécie. Verma et
al. (2013), por exemplo, citam um quimiotipo caracterizado pela presenca de eugenol, (2)-f-
ocimeno, germacreno D e (E)-cariofileno, como constituintes majoritarios do éleo essencial
da parte aérea dessa espécie. No entanto, existem até trés quimiotipos para Ocimum
gratisismum, estabelecidos em funcao do principal componente majoritirio do 6leo essencial
das suas folhas: eugenol, geraniol e timol (VIEIRA et al., 2001; VIANNA, 2009; CAROVIE-
STANKO et al., 2011). Outrossim, estudos de variabilidade quimica do dleo essencial em
relacdo aos fatores ambientais podem fornecer informacdes sobre o que determina seu
polimorfismo quimico (ZOUARI et al., 2012).

Outros compostos identificados no o6leo essencial das folhas de Ocimum
gratissimum: vanilina (JOSHI, 2013; SAHA et al., 2013); 4cido palmitico (VENUPRASAD
et al.,, 2014); p-menta-1,3,8-trieno (LIMA et al.,, 2018); octan-3-one (KPADONOU-
KPOVIESSI et al., 2014; CHIMNOI et al., 2018); 1-octen-3-ol; 3-octanol; z-3-hexenil
acetato; allo-ocimeno; 2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraene, E.E; cis-cadina-1(6),4-dieno; trans-
cadina-1(6),4-dieno; cadina-3,9-dieno; S-sesquifelandreno (CHIMNOI et al., 2018); vitamina
E; metil-éster-iso-palmitico; anidrido palmitico; dcido metil-éster 7,10-octadecadienoico;
acido metil-éster 7,10,13-hexadecatrienoico; acido metil-€éster 6,9,12,15-docosatetraenoico;
1,3,7,7-tetrametil-; murolano-3,9(11)-dieno-10-peroxi; 1-(2,5-dimetoxifenil)-propanol; 2-
(4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,7-octahidro-naftalen-2-il)-prop-2-en-1-ol; 2-metil-5-(1)-
ciclopenteno-1-metanol; cardol; 4,4,11,11-tetrametil-7-tetraciclo [6.2.1.0(3.8)0(3.9)]
undecanol; 4-bromo-2-adamantanol; 2-benzil-2-metil-1,3-oxatiolano; ledeno; spirio-10-

(2,11-dioxabiciclo[4.4.1]undeca-3,5-dieno)-2'-(oxirano); spatulenol; 4-(dimetoximetil)-1,2-
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dimetoxi-benzeno (ddb); 4-hidroxi-2-metoxibenzaldeido; a-canfolenal; coniferil; acido
veratrico;  1-(4-isopropoxi-3-metoxifenil)-propan-2-ona;  4-hidroxi-2-metilacetofenona;
metil-veratril; (E)-metil cinamato; 1,3,3-trimetil-6-azabiciclo[3.2.1]octano; 4-(5-etenil-1-
azabiciclo(2,2,2)octano-2); 3,9-epoxipregn-16-en-20-one, 3-metoxi-7,11,18-triacetoxi; 34-
(acetiloxi)-5-hidroxi-64,16a-dimetilpregnan-20-one; y-sitosterol; 3-alil-6-metoxifenol; 2-
etenil-benzofurano; dacido metil-éster-diidroorotato; 3-metoximetil-2,5,5,8a-tetrametil-
6,7,8,8a-tetrahidro-2h-cromeno; 1-(1-hidroxibutil)-2,5-dimetoxibenzeno; 2-amino-4,5,6,7-
tetrahidro-1-; benzotiofeno-3-carbonitrila (SUMITHA & THOPPIL, 2016); 1-metil-4(1-
metiletenil)-benzeno (mmb); acetato de bornila (TAMGUE et al., 2011), hexanal-2
(TATSADIJIEU et al., 2008); acetato de linalil (TCHOUMBOUGNANG et al., 2005); metil-
salicilato (JOSHI, 2013); metoxibenzeno (VIEIRA et al., 2001); f-curcumeno; viridifloreno
(LIMA et al., 2018).

Ressalta-se ainda que os compostos o-tujeno, a-pineno, canfeno, sabineno, p-
pineno, f-mirceno, m-menta-1(7),8-dieno, p-menta-1(7),8-dieno, a-terpineno, p-cimeno, f-
felandreno, limoneno, (E)-f-ocimeno, y-terpineno, hidrato de cis-sabineno, terpinoleno, p-
cimeneno, linalol, hidrato de trans-sabineno, J-terpineol, terpinen-4-ol, a-terpineol, metil-
timol, timol, carvacrol, eugenol, a-copaeno, f-cariofileno, o-humuleno, germacreno D, f-
selineno, biciclogermacreno, o-cadineno, Oxido-cariofileno (ALVAREZ et al.,, 2013),
estragol, (Z)-metil-cinamato, a-bergamoteno e 1.8-cineol (CAROVIE-STANKO et al., 2011)
também ja foram identificados no 6leo essencial das folhas de Ocimum gratissimum var.

macrophyllum.

2.5.5.2 Caracteristicas farmacologicas do oleo essencial de Ocimum gratissimum L.

O oleo essencial das folhas de Ocimum gratissimum predomina nos estudos
microbiolégicos, com acdo bacteriostdtica e bactericida, principalmente contra a bactéria
Gram positiva Staphylococcus aureus e contra as bactérias Gram negativas Escherichia coli,

Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa (Tabela 5).
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Tabela 5 - Bactérias sensiveis ao 6leo essencial de Ocimum gratissimum L.

(continua)

Micro-organismo

Parte usada Acéo

Referéncia

Gram positivo
Bacillus cereus

Bacillus subtilis

Bacillus ssp
Corynebacterium glutamicum
Enterococcus faecalis
Micrococcus luteus

Micrococcus flavus
Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus faecalis

Gram negativo
Enterobacter aerogenes

Escherichia coli

Klebsiella ssp.
Klebsiella pneumonia

Morganella morganii
Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa

Salmonela ssp.

>

>

*ﬂ;"d"ﬂ"ﬂ""‘ﬂ"ﬂ"ﬂ"d’—"‘ﬂ

BT
BT/BC
BT
BT
BT
BT
BT/BC
BT
BC
BT
BT
BT

BC

BT/BC
BT/BC
BT
BT
BT
BT

BT
BT
BT

BC
BT/BC
BT/BC
BT
BT/BC
BT/BC
BT

BT
BT
BT

BC
BT/BC
BT
BT

BC
BT
BT/BC

Ngassoum et al. (2003)

Silva et al. (2010)

Joshi (2013)

Matasyoh et al. (2007, 2008)

Ngassoum et al. (2003)

Ngassoum et al. (2003)

Silva et al. (2010)

Saha et al. (2013)

Bonou et al. (2016)

Joshi (2013)

Joshi (2013)

Ngassoum et al. (2003); Adebolu &
Oladimeji (2005); Matasyoh et al. (2007,
2008); Nweze & Eze (2009)

Orafidiya et al. (2001); Bonou et al
(2016); Chimnoi et al. (2018)

Nakamura et al. (1999)

Silva et al. (2010)

Mann (2012); Joshi (2013)

Ngassoum et al. (2003)

Joshi (2013)

Joshi (2013)

Pereira et al. (2004)

Joshi (2013)

Ngassoum et al. (2003); Pereira et al.
(2004); Adebolu & Oladimeji (2005);
Matasyoh et al. (2007, 2008); Nweze &
Eze (2009); Saha et al. (2013)

Chimnoi et al. (2018)

Nakamura et al. (1999)

Silva et al. (2010)

Joshi (2013)

Adesegun et al. (2013)

Nakamura et al. (1999)

Pereira et al. (2004); Matasyoh et al. (2007,
2008)

Joshi (2013)

Pereira et al. (2004)

Pereira et al. (2004); Matasyoh et al. (2007,
2008); Nweze & Eze (2009)

Bonou et al. (2016)

Nakamura et al. (1999)

Joshi (2013)

Nakamura et al. (1999); Matasyoh et al.
(2007, 2008); Nweze & Eze (2009); Saha
et al. (2013)

Orafidiya et al. (2001); Bonou et al. (2016)

Joshi (2013)

Silva et al. (2010)
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Tabela 5 - Bactérias sensiveis ao 6leo essencial de Ocimum gratissimum L.

(conclusio)
Micro-organismo Parte usada Acéo Referéncia
Salmonela choleraesuis I BT/BC  Silvaetal. (2010)
Salmonella enteritidis F BT Adeola et al. (2014)
BT/BC  Nakamura et al. (1999)
Salmonella typhi F BT Adebolu & Oladimeji (2005); Matasyoh et
al. (2008)
Salmonella typhimurium F BT Adebolu & Oladimeji (2005); Matasyoh et
al. (2007)
BC Chimnoi et al. (2018)
PA BT Joshi (2013)
Shigella ssp. I BT/BC  Silvaetal. (2010)
Shigella dysenteriae F BT Saha et al. (2013)
Shigella flexineri F BT Saha et al. (2013)
BC Chimnoi et al. (2018)

BT/BC  Nakamura et al. (1999)

I BT/BC  Silvaetal. (2010)
Vibrio cholerae F BT Saha et al. (2013)
Proteus ssp. F BC Orafidiya et al. (2001)
Proteus vulgaris PA BT Joshi (2013)
Serratia marcescens PA BT Joshi (2013)

Fonte: Prépria (2018).
Legenda: F = folha; I = inflorescéncia; PA = parte aérea; PI = planta inteira; BT = bacteriostético; BC =
bactericida.

Outrossim, o Oleo essencial das folhas desse vegetal intensifica os
antimicrobianos ciprofloxacino, ampicilina e septrina (NWEZE & EZE, 2010), o que
demonstra o potencial de Ocimum gratissimum como agente antisséptico em formulagdes de
uso topico contendo o 6leo essencial (ORAFIDIYA et al., 2001), inclusive, atribuindo-se ao
eugenol a responsabilidade por essa atividade no 6leo (NAKAMURA et al., 1999).

A atividade fungicida do dleo essencial de Ocimum gratissimum também ja foi
demonstrada (Tabela 6). Frisa-se, entretanto, que alguns desses fungos sdo essencialmente
fitopatdgenos e que sua importancia estd no fato de serem considerados patdgenos
oportunistas em humanos debilitados, como € o caso dos fungos Alternaria ssp. (PASTOR &
GUARRO, 2008; MANISHA & PANWAR, 2012), Aspergillus ochraceus (AL-FAKIH,
2014), Penicillium chrysogenum (MANISHA & PANWAR, 2012), Penicillium expansum
(PADUA & MACHINSKI JUNIOR, 2005), Penicillium verrucosum (AL-FAKIH, 2014) e
Rhizoctonia ssp. (MANISHA & PANWAR, 2012), além dos fungos Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Botryosphaeria rhodina e Colletotrichum gloeosporioides ja relatados

anteriormente no item 2.5.4.
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Tabela 6 — Fungos sensiveis ao 6leo essencial de Ocimum gratissimum L.

Fungo Parte usada Referéncia

Alternaria ssp.* PA Faria et al. (2006)

Aspergillus flavus* F Tatsadjieu et al. (2008, 2010); Kouassi et
al. (2018)

Aspergillus fumigatus PA Joshi (2013); Kouassi et al. (2018)

Aspergillus niger* PA Faria et al. (2006); Joshi (2013)

Aspergillus ochraceus* F Nguefack et al. (2009)

Botryosphaeria rhodina* PA Faria et al. (2006)

Candida albicans F Matasyoh et al. (2007); Nweze & Eze

(2009); Bonou et al. (2016); Oliveira et
al. (2016); Kouassi et al. (2018)

Candida parapsilosis F Oliveira et al. (2016)

Candida tropicalis F Oliveira et al. (2016)

Colletotrichum gloeosporioides* PA Silva et al. (2009)

Cryptococcus neoformans F Lemos et al. (2005)

Penicillium chrysogenum* PA Faria et al. (2006); Joshi (2013)

Penicillium expansum* F Nguefack et al. (2009); Tamgue et al.
(2011); Nguefack et al. (2012)

Penicillium verrucosum* F Nguefack et al. (2009)

Rhizoctonia ssp* PA Faria et al. (2006)

* Fitopatdgenos oportunistas em humanos.
Fonte: Prépria (2018)
Legenda: F = folha; PA = parte aérea

O dleo essencial das folhas de Ocimum gratissimum exibe, também, atividades:
repelente (USIP et al., 2006; OPARAOCHA et al., 2010; NGUEMTCHOUIN et al., 2013),
com acdo larvicida contra o vetor secundario de viroses como dengue, Aedes albopictus Skuse
(SUMITHA & THOPPIL, 2016); e antiprotozodria contra: Trypanosoma cruzi, agente
etiol6gico da doenca de Chagas (BORGES, A. R. et al., 2012); Plasmodium berghei, causador
da maldria (TCHOUMBOUGNANG et al., 2005); e Leishmania chagasi (OLIVEIRA et al.
(2009) e Leishmania amazonenses (UEDA-NAKAMURA et al., 2006), agentes etioldgicos da
leishmaniose visceral (calazar) e leishmaniose cutinea, respectivamente. O 6leo essencial da
parte aérea desse vegetal demonstrou eficiéncia ainda contra o protozodrio causador da
doenca do sono, Trypanosoma brucei brucei (KPADONOU-KPOVIESSI et al., 2014).

Outras atividades demonstradas pelo dleo essencial das folhas de Ocimum
gratissimum foram: antioxidante e citotoxico (KOUASSI et al., 2018); inibidor da tirosinase,
envolvida na sintese de melanina, provavelmente decorrente da atividade antioxidante
(SAEIO et al., 2011); efeitos cardiovasculares, provocando bradicardia e hipotensao por a¢ao
vasodilatadora direta na musculatura lisa vascular do seu constituinte quimico majoritério,
eugenol (LAHLOU et al.,, 2004); atividade anticonvulsivante (FREIRE, et al, 2000);
antinociceptivo (PAULA-FREIRE et al., 2013) por acdo de trans-cariofileno (PAULA-
FREIRE et al., 2014), eugenol e mirceno (PAULA-FREIRE et al., 2015); e efeitos



84

anticonvulsivante e sedativo por acdo sinérgica entre eugenol, 1.8-cineol e trans-cariofileno
(GALINDO et al., 2010).

Outrossim, estudos recentes demonstraram que o Oleo essencial dessa espécie
vegetal pode ser empregado contra doengas de bovinos e peixes. O 6leo essencial das folhas
(HOCAYEN & PIMENTA, 2013; HUE et al., 2015) exibiram potencial contra o carrapato
bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus; enquanto que o 6leo essencial da parte aérea
(BENOVIT et al., 2012; LIMA et al., 2018) e das folhas (BOIJINK et al., 2016; RIBEIRO et
al., 2016) manifestou acdo anestésica em peixes, com auséncia de efeitos indesejiveis e de
mortalidade durante o manejo desses animais. Também foram comprovados os efeitos anti-
helmintico (BOIJINK et al., 2016) e de aumento da capacidade imunoldgica e resisténcia a
doencas em peixes de viveiro pelo 6leo essencial das folhas dessa espécie vegetal (BRUM et
al., 2018).

Além disso, segundo Kouninki et al. (2007) o 6leo essencial desse vegetal € um
eficiente biopesticida, especialmente contra: Sitophilus zeamais Motsch (gorgulho-do-milho)
(TATSADIJIEU et al., 2010), Callosobruchus maculatus (caruncho-do-feijao) (KOUBALA et
al., 2013) e Zabrotes subfasciatus (Boheman) (Coleoptera: Bruchidae) (gorgulho-do-feijao)
(BERNARDES et al., 2018).

Em relagdo a toxicidade, o 6leo essencial das folhas de Ocimum gratissimum nas
doses a 1,5 g/kg de peso corporal ndo provoca danos estomacais e hepaticos (FANDOHAN et
al., 2008). Mas, o uso interno de monopreparados a base do 6leo essencial das inflorescéncias
dessa espécie para o tratamento de infe¢des microbianas ndo € aconselhado devido a
toxicidade observada para Artemia salina e aos altos valores de Concentracdo Inibitéria
Minima e Concentra¢do Bactericida Minima quando comparado a ampicilina, utilizada como
antibidtico padrdo, tendo-se como alternativa o emprego associado a antibidticos ou em
preparacdes de uso topico (SILVA et al., 2010), desde que se evite 0 emprego concomitante
com estreptomicina (NWEZE & EZE, 2010), amicacina e gentamicina (AGUIAR et al.,

2015), por seu efeito antagonista a esses antibidticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os impactos das variacOes nas taxas de aplicacdo hidrica e na fertilizagdo
nitrogenada no crescimento de Ocimum gratissimum L. e na produgdo de 6leo essencial das

suas folhas, contribuindo para otimizagao da qualidade dessa espécie.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Identificar possiveis sintomas visuais nas folhas de Ocimum gratissimum L.
decorrentes das variacOes nas taxas de aplicacdo hidrica e na fertilizagdo nitrogenada durante
o ciclo vegetativo dessa espécie vegetal;

» Analisar o efeito combinado das variagdes nas taxas de aplicagdo hidrica e na
fertilizacdo nitrogenada durante o ciclo vegetativo de Ocimum gratissimum L. sobre as
caracteristicas morfométricas dessa espécie vegetal;

» Avaliar o efeito combinado das varia¢des nas taxas de aplicacdo hidrica e na
fertilizac@o nitrogenada durante o ciclo vegetativo de Ocimum gratissimum L. sobre o teor e 0
rendimento do 6leo essencial das folhas dessa espécie vegetal;

» Identificar e quantificar os componentes quimicos do 6leo essencial das folhas
de Ocimum gratissimum L. sensiveis as variacdes nas taxas de aplicacdo hidrica e na
fertilizac@o nitrogenada durante o ciclo vegetativo dessa espécie vegetal;

» Fornecer subsidios para melhoramento da produ¢io de Ocimum gratissimum L.

e da qualidade e do rendimento do 6leo essencial de suas folhas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 INSTALACAO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL NA CASA DE
VEGETACAO

Os experimentos foram instalados na casa de vegetacdo do Campo Experimental
do Nucleo Tecnolégico de Engenharia Rural do Curso de Agronomia da Universidade
Estadual do Maranhdao (UEMA), no interior da ilha de Sdo Luis-MA, situado na regido do
meio-norte brasileiro, entre a Amazonia imida e o Nordeste seco, a 2°30°S de latitude e
44°18°W de longitude, e de clima tropical chuvoso (AW), segundo classificacio de Koppen,
com duas estacdes bem definidas: uma estagdo chuvosa que se estende de janeiro a junho e
uma estacdo seca de julho a dezembro.

A conducio dos experimentos ocorreu no periodo de setembro a novembro de
2016, durante o periodo seco da regidao, com média mensal de 16,2 mm de precipitacdo
pluvial. A temperatura média durante os experimentos foi de 28°C, com a temperatura
maxima de 33,8°C e a temperatura minima de 24,9°C. A umidade relativa do ar foi de 71,4%,
com as médias maximas e minimas de 77,3% e 68,2%, respectivamente (NUGEO/UEMA,
2016).

As propriedades quimicas do substrato utilizado no estudo foram determinadas de

acordo com Carter & Gregorich (2008), como disposto na Tabela 7:

Tabela 7 — Propriedades quimicas do substrato utilizado nos experimentos.

Parametro Unidade Valor
Ca* mmol./dm? 32.0
Mg?* mmolc/dm? 49.0
K* mmol./dm? 3.30
AP mmol./dm? 1.00
H* mmol./dm? 4.00
Na* mmol./dm? 5.70
SB mmol./dm? 90.0
CTC mmol./dm? 95.0
MO mg/dm? 20.0
P mg/dm’ 25.0
Ph (CaCly) 8.30
Na*/CTC % 6.00
APP*/AP** + SB % 1.10
A% % 94.7

Fonte: Prépria (2018)
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4.2 CONDUCAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados em vasos pldsticos pretos (furados na parte
inferior) com capacidade para 10 dm® em um delinamento experimental completamente
randomizado com trés repeticdes e esquema fatorial 3 x 5, que consistiu de cinco regimes
hidricos, estabelecidos de acordo com a porcentagem da capacidade de campo do solo e trés
doses de nitrogénio.

Os vasos foram pesados uniformimente com 10 kg de solo peneirado,
homogeneizado e corrigido pela aplicacdo de 1.0 mg/ha de calcario composto por CaCOs3 e
MgCOs (4:1), trinta dias antes da semeadura. Foram semeadas quatro sementes de Ocimum
gratissimum em cada vaso. Para garantir um desenvolvimento satisfatério, em todas as plantas
houve completa aplicagdo hidrica até 14 dias apos a semeadura, quando os tratamentos de
variacdo das taxas de aplicacdo de dgua e de fertilizagdo nitrogenada foram iniciados
mantendo-se duas plantas por vaso.

Foram usados 60% (Is0), 70% (I70), 80% (Is0), 90% (Ioo) e 100% (1100) da
Capacidade de Campo (CC). O teor de umidade volumétrica do solo na CC foi determinado
coletando-se, antes do plantio, trés repeticdes de amostras de solo em anéis volumétricos com
capacidade de 100 cm®. A capacidade de 4gua disponivel foi calculada a partir da diferenca de
massa de solo entre -10 kPa (capacidade de campo) e -1500 kPa (ponto de murcha
permanente). As amostras foram saturadas, pesadas, colocadas em uma mesa de tensdo e
equilibradas a -10 kPa (THOMASSON, 1978). Esse teor volumétrico de umidade do solo foi
considerado 100% CC (Iioo). Os tratamentos Ijpo foram utilizados como controles para a
adicdo de 4gua nas outras taxas de aplicacdo de dgua. Para manter o solo em diferentes
regimes de dgua, todos os vasos foram pesados e ajustados diariamente na mesma hora.

O nitrogénio [tendo como fonte a ureia, (NH2)>CO] foi aplicado nas raizes nas
doses de 0.0 g (No), 2.0 g (N2) e 4.0 g (N4) de nitrogénio (N) por vaso, equivalentes a 0, 40 e
80 kg de N/ha, divididas em quatro fra¢des iguais aos 0, 15, 30 e 45 dias ap6s a emergéncia
(DAE). Também avaliamos um tratamento adicional com 110% de CC (I110) e 8.0 g (Ng) de N
por vaso, equivalente a 160 kg de N/ha.

Todos os espécimes foram coletados entre as 10h e 12h aos 60 DAE, periodo em
que apresentaram 0 maximo crescimento vegetativo, ou seja, na inflorescéncia. Uma exsicata
foi preparada e depositada no Herbédrio do Maranhao — MAR do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), sob ndimero 9.037, confirmando-se a espécie

como Ocimum gratissimum L. da familia Lamiaecae.
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4.3 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo do 6leo essencial de todos os tratamentos foi realizada no Laboratorio
de Farmacognosia do Departamento de Farmdcia da UFMA. Todas as folhas frescas de cada
tratamento foram secas em estufa com circulagdo de ar a 40° C por 10 dias, trituradas e depois
submetidas a hidrodestilagdo por trés horas usando aparelho tipo Clevenger, acoplado a baldao
de fundo redondo com capacidade para dois litros e a um sistema de refrigeracao, tendo como
fonte de calor uma manta aquecedora. O volume de cada O6leo essencial obtido foi
determinado por afericdo direta na escala volumétrica do tubo separador do aparelho e, com
auxilio de uma pipeta de Pasteur, o 6leo essencial foi coletado e transferido para um tubo de
ensaio, onde foi adicionada uma pequena quantidade de sulfato de sédio anidro (Merck
Chemical Co., Alemanha) para desidratacdo da amostra. Em seguida, o 6leo essencial de cada
tratamento foi submetido a centrifugacdo para separacdao da mistura e obtencdo do dleo
essencial puro, o qual foi transferido para um frasco de vidro ambar de 2 mL, com tampa de
baquete, e conservado ao abrigo da luz e sob refrigeracdo a -4°C até a andlise quimica

(BRASIL, 2010).

4.4 ANALISE QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

As andlises quimicas de todos os Oleos essenciais de cada tratamento foram
realizadas em um cromatdgrafo a gads Shimadzu GC-17A GCMS-QP5050A acoplado a um
espectrometro de massa HP5972 e equipado com coluna BPXS5 (5% fenil polisilfenileno-
siloxano, 30 m x 0.25 mm de dimensdes internas e 0.25 pum de espessura) usando gas hélio
como gés de arraste na vazao de 2.7 mL/min. A temperatura foi programada para permanecer
a 50 °C com as temperaturas do injetor e do detector em 280 °C. Foi injetado um total de
aliquota de 1 pL de acetato de etila, com pressdao da coluna de 150 kPa, velocidade linear de

59.1, com fluxo total de arraste 30 mL/min e modo de varredura 0.5 s.
4.5 IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES QUIMICOS DO OLEO ESSENCIAL
Os componentes quimicos de todos os dleos essenciais foram identificados por

comparacdo dos seus espectros de massa e indices de reten¢do (IR) com os de substancias

auténticas existentes em biblioteca computadorizada de referéncia (NIST, 2005; ADAMS,
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2007). A porcentagem relativa dos componentes foi calculada usando a area do pico de cada

substancia no cromatograma.

4.6 PARAMETROS ANALISADOS

Para as anédlises morfométricas consideraram-se como parametros: tamanho das
folhas (comprimento e largura), nimero de folhas e massa seca das folhas por espécime. A
andlise quimica foi avaliada quanto ao rendimento e ao teor do 6leo essencial e a presenca

e/ou auséncia de componentes quimicos no 6leo essencial das folhas de cada tratamento.

4.7 AVALIACAO DOS PARAMETROS MORFOMETRICOS

Os espécimes foram observados diariamente, registrando-se possiveis sintomas
visuais e sua evoluc@o nas folhas decorrentes da variacdo da taxa de aplicacdo de dgua e de
fertilizac@o nitrogenada.

Todos os pardmetros morfométricos foram determinados no periodo da colheita
aos 60 DAE. O comprimento e a largura das folhas foram medidos nas folhas adultas de
maior extensdo de cada espécime por meio de uma régua graduada em centimetros, onde o
comprimento foi medido do dpice a base da folha e a largura foi medida no ter¢co médio da
folha. A massa seca das folhas por espécime, expressa em gramas por planta, foi estabelecida
por pesagem apos secagem de todas as folhas do espécime em estufa com circulagdo de ar a

40° C até peso constante.

4.8 AVALIACAO DOS PARAMETROS QUIMICOS

O teor e o rendimento do 6leo essencial de cada tratamento foram calculados
primeiramente a partir da determina¢ao da umidade de cada amostra, segundo Coutinho et al.
(2007).

A umidade presente na massa vegetal foi avaliada por meio do analisador de
umidade por infravermelho Gehaka IV2500 e, em seguida, foi calculado o teor e o rendimento

do d6leo essencial a partir das equagdes 1 e 2 a seguir:



Equacio 1:
Vo x 100, onde:

T=
M—[MXU]
100

T = teor do 6leo essencial (%)

Vo = volume de 6leo essencial extraido (mL)
M = massa vegetal (g)
U = umidade presente na massa vegetal (%)

100 = fator de conversdo para porcentagem
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Equacao 2:

R =T x MS, onde:

R = rendimento do 6leo essencial (mL/planta)
T = teor de 6leo essencial (%)

MS = massa seca total das folhas (g)

Todos os dados foram analisados pelos programas R (R CORE TEAM, 2015) e
Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2011). A analise de varidncia (ANOVA) foi realizada e as médias

comparadas pelo teste LSD, com nivel de significancia de 5%. A Anadlise dos Principais

Componentes (PCA) foi determinada por R (R CORE TEAM, 2015) para investigar

similaridades entre os componentes do 6leo essencial dos tratamentos. Todos os graficos

foram feitos pelo programa Sigma Plot 10.0 (Systat Software, San Jose, CA).
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5 RESULTADOS

5.1 SINTOMAS VISUAIS E SUA EVOLUCAO NAS FOLHAS DE Ocimum
gratissimum L. DECORRENTES DAS VARIACOES DAS TAXAS DE
APLICACAO DE AGUA E DE FERTILIZACAO NITROGENADA

A variacdo nas taxas de aplicacdo de 4gua e de nitrogénio provocou sintomas
visuais nas folhas de Ocimum gratissimum L. como: murchamento, manchas esbranquicadas e
amareladas, abscisdo, clorose (amarelamento), necrose e necrose apical (Figura 17A-C), sem,
entretanto, ter ocorrido relevancia significativa sobre o aparecimento desses sintomas na

interacao desses dois recursos.

Figura 17 — Folhas de Ocimum gratissimum L. submetidas aos tratamentos I100No (A)
com necrose (seta longa), I100N2 (B) com amarelamento e necrose apical (seta longa) e
manchas (seta curta) e IsoN4 (C) com raquitismo e manchas (seta curta) decorrentes da
variacao nas taxas de aplicacio de agua e de fertilizacio nitrogenada em comparacio
com folhas sadias do tratamento I110Ns (D).

. N N v
Fonte: Prépria (2018)
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O surgimento de murchamento e manchas foi significativo (p < 0,05) apenas na
variacdo da taxa de dgua (Figura 18), especificamente no tratamento Iso (Figuras 17C e 18A);
enquanto que os sintomas de necrose, necrose apical, abscisdo e amarelamento foram
significativos (p < 0,05) somente na variacdo da adubagdo nitrogenada com diferencas no tipo

de sintomas de acordo com a dose de nitrogénio (Figuras 17A-B e 18B).

Figura 18 — Frequéncia dos sintomas visuais das folhas de Ocimum
gratissimum L. em funcio das variacoes nas taxas de aplicacdo de agua (A) e
de fertilizacido nitrogenada (B).
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Fonte: Prépria (2018).

Nota: Letras diferentes (mintisculas para sintomas em cada nivel de capacidade de campo e dose
de nitrogénio e maiusculas para cada sintoma entre tratamentos) indicam diferenca significativa
a 5% pelo teste de LSD.
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Ocimum gratissimum mostrou-se mais sensivel a variagdo nitrogenada do que a
taxa de aplicagdo de dgua. Ao compararmos os tratamentos No, N2 e N4 verificamos que a
presenca de clorose foi estatisticamente relevante (p < 0,05) apenas no tratamento No,
enquanto que ndo houve diferenca estatistica quanto a presenca de abscisdo nos tratamentos
No e N2, mas houve entre esses tratamentos e os tratamentos Na, € 0s sintomas de necrose e
necrose apical foram estatisticamente relevantes (p < 0,05) apenas em No em relacdo aos
demais tratamentos (Figura 18).

O tratamento I110Ng apresentou folhas sauddveis e sem anomalias ou sintomas
visuais que caracterizassem possiveis distirbios fisiolégicos ou bioquimicos do vegetal

(Figuras 17D e 18).

5.2 CRESCIMENTO E PRODUCAO DE OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE
Ocimum gratissimum L. EM FUNCAO DAS VARIACOES DAS TAXAS DE
APLICACAO DE AGUA E DE FERTILIZACAO NITROGENADA

Houve efeito significativo (p <0,05) sobre os parametros morfométricos e de
producdo de Oleo essencial para as taxas de aplicacdo de dgua e de nitrogénio e sobre a
interacdo entre esses dois fatores (Tabelas 8-9).

A largura e o comprimento das folhas, para No e N2, ndo apresentaram diferencas
entre Iso, I70 € Iso, mas em Ii0o foram maiores do que nesses tratamentos. Na dose Na, em oo e
Lioo, a largura e o comprimento das folhas também foram maiores do que em Igo, I70 € Ieo (p
<0,05).

Para o nimero de folhas, Isp e Ii00 foram maiores do que os tratamentos com

menor quantidade de 4gua em todas as doses de nitrogénio (Tabela 8).
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Tabela 8 — Efeito de taxas de aplicacdo de agua em cada dose de nitrogénio nos
parametros morfométricos e na producido de oOleo essencial das folhas de
Ocimum gratissimum L.

Largura  Compriment Ntmero de Massa seca Teor de  Rendimento
Tratamento das folhas o das folhas folhas das folhas 6leo de dleo
(cm) (cm) (g/plant) (%) (mL/plant)
No
Iso 6.1 bB 8.1 bB 158.0 ¢B 173 e¢B nd nd
I7o 6.0 bB 8.1 bB 172.7 bB 25,1 dB 129 bB 323 bB
Iso 63 bB 82 bB 192.3 aB 26.8 ¢B 1.12 ¢B 30.0 bB
Ioo 64 bB 83 bB 209.3 aB 309 bB 130 aB 40.1 aB
Tioo 72 aB 104 aB 204.3 aB 334 aB 090 dB 30.0 bB
N
Tso 6.1 ¢cB 82 ¢B 163.7 bB 206 ¢B nd nd
I7o 6.1 bcB 83 cB 177.0 bB 269 dB 0.74 dB 199 dB
Iso 6.3 bcB 9.2 bB 1773 bB 29.0 ¢cB 1.34 bB 38.8 bB
Ioo 6.5 bB 84 cB 219.7 aB 317 bB  1.38 aB 437 aB
Tioo 73 aB 104 aB 2143 aB 346 aB 0.87 c¢cB 30.1 c¢cB
Ny
Iso 62 bB 83 cB 173.0 bB 26.0 eB nd nd
I 62 bB 82 ¢B 176.0 bB 2877 dB  1.05 dB 30.1 bB
Iso 63 bB 92 bB 199.7 bB 30.0 ¢cB 1.33 aB 399 aB
Ioo 7.3 aB 103 aB 248.7 aB 354 bB 1.13 bB 40.0 aB
Tioo 72 aB 10.5 aB 2533 aB 375 aB 1.07 ¢ B 40.1 aB
Ns
Lo 83 A 115 A 301.3 A 525 A 1.58 A 829 A

Fonte: Prépria (2018)

Nota: Média com letras minudsculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de LSD a 5% para
capacidade de campo (CC) em diferentes doses de nitrogénio (N) sem o tratamento adicional de 110% CC e 160
kg N/ha; enquanto que média com letras maitisculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de LSD a
5% para CC em diferentes doses de N com o tratamento adicional de 110% CC e 160 kg N/ha.

Legenda: nd = ndo determinado.

Diferencas na largura e no comprimento das folhas para doses de nitrogénio foram
verificadas apenas em Igo, onde N4 apresentou resultados maiores do que No e N>. Além disso,

o numero de folhas foi maior para N4, em Igo e 100 (Tabela 9).
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Tabela 9 — Efeito de diferentes doses de nitrogénio em cada taxa de aplicaciao de agua
nos parametros morfométricos e na producao de oleo essencial das folhas de
Ocimum gratissimum L.

Largura  Compriment Ntmero de Massa seca Teor de  Rendimento
Tratamento das folhas o das folhas folhas das folhas oleo de dleo
(cm) (cm) (g/plant) (%) (mL/plant)

Iso

No 6.1 nsB 8.1 nsB  158.0 nsB 173 ¢B nd nd

N> 6.1 ns B 8.2 ns B 163.7 ns B 20.6 bB nd nd

Ny 6.2 ns B 83 nsB 173.0 ns B 26.0 aB nd nd
I

No 6.0 ns B 81 nsB 1727 ns B 251 cB 1.19 aB 29.8 aB

N> 6.1 ns B 83 nsB  177.0 ns B 269 bB 0.74 ¢B 19.1 bB

N4 6.2 ns B 82 nsB  176.0 nsB 287 aB 1.05 bB 30.1 aB
Iso

No 6.3 ns B 82 bB 192.3 ns B 268 ¢ B 1.12 bB 30.0 bB

N> 6.3 ns B 9.2 aB 177.3 ns B 29.0 bB 1.34 aB 38.8 aB

Ny 6.3 ns B 92 aB 199.7 ns B 30.0 aB 1.33 aB 399 aB
Ioo

No 64 bB 83 bB 209.3 bB 309 ¢B 1.30 bB 40.1 bB

N> 6.5 bB 84 bB 219.7 bB 31.8 bB 1.38 aB 50.0 aB

Ny 73 aB 103 aB 2487 aB 354 aB 1.13 cB 438 bB
Tioo

No 7.2 ns B 104 nsB 2043 bB 334 cB 0.90 bB 30.0 bB

N> 7.3 nsB 104 nsB 2143 bB 346 bB 0.87 cB 30.1 bB

Ny 7.2 ns B 105 nsB 2533 aB 375 aB 1.07 aB 40.1 aB
Lo

Ng 82 A 115 A 3013 A 525 A 1.58 A 829 A

Fonte: Prépria (2018)

Nota: Média com letras minusculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de LSD a 5% para
diferentes doses de Nitrogénio (N) em cada capacidade de campo (CC) sem o tratamento adicional de 110% CC
e 160 kg N/ha; enquanto que média com letras maiusculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de
LSD a 5% para diferentes doses N em cada CC com o tratamento adicional de 110% CC e 160 kg N/ha.
Legenda: ns = ndo significativo; nd = ndo determinado.

No entanto, os principais efeitos foram observados para a massa seca e producdo
de 6leo essencial (Tabelas 8-9). A massa seca das folhas foi afetada pela taxa de aplicagcdo de
agua em todas as doses de nitrogénio, como Iso <70 <Iso <Ioo <Iip0. Houve redugao
considerdvel no teor e rendimento de 6leo essencial no tratamento Iso para todas as doses de
nitrogé€nio, a ponto de ser impossivel quantificar o rendimento. Entre outros tratamentos, o
menor teor de 6leo foi obtido pela taxa de aplicagdo de dgua de I7o para as doses de nitrogénio

N2 e N4 (p <0,05). Em Ny, o teor de 6leo diminuiu com o aumento da taxa de aplicacao de
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dgua e da matéria seca das folhas, como em I70, que foi maior que em Iso, loo € I100; no entanto,
esse efeito ndo produziu diferencas no rendimento do 6leo. Em contraste, em N> e N4, o teor
de 6leo foi menor em I70 do que nesses outros tratamentos (Tabela 8). Da mesma forma, com
excecdo de No, a produgdo de dleo foi aumentada pela aplicagdo de dgua, sendo maior em lgg
e Lioo do que em Iz e Iso, sem diferenca entre elas (Tabela 8).

Em relacdo ao nitrogénio, a massa seca das folhas foi afetada pelas doses de
nitrogénio em todas as taxas de aplicacdo de dgua, como segue: No <N2 <Ns. O teor e o
rendimento do 6leo também foram aumentados pela dose de nitrogénio em Igo, Iop € Iioo.
Nesses tratamentos, No foi menor que N2 e N4, que ndo diferiram entre si. Massa seca das
folhas e o teor de 6leo foram muito elevados em I110Ng. Assim como o rendimento do éleo foi
quase o dobro nesse tratamento do que nos demais tratamentos (IooN4, I100N2 € I100N4) (Tabela

9).

5.3 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Ocimum
gratissimum L. EM FUNCAO DAS VARIACOES DAS TAXAS DE APLICACAO
DE AGUA E DE FERTILIZACAO NITROGENADA

Vinte compostos (99,99%) foram identificados no dleo essencial de cada
tratamento. Houve diferencas na composi¢cdo quimica do O6leo essencial de Ocimum
gratissimum entre tratamentos submetidos a taxas de aplicacdo de dgua e adubacgdo
nitrogenada (Tabela 10). Houve grandes diferencas no teor de metileugenol entre I;10Ng
(70,37%) e os demais tratamentos (< 2,0%). Outras diferencas notdveis foram fS-cariofileno
(6,51% a traco) e o-cimeno (4,48% a tragco). Por outro lado, outros componentes foram
reduzidos em I;10Ng como linalol (> 29,65% a traco), 1.8-cineol (> 17,88% a 1,44%) e a-
bergamoteno (> 8,32% a traco). No tratamento I;;oNg predominaram os compostos
fenilpropanoides (70,37%), enquanto que nos outros tratamentos os monoterpenos foram mais
proeminentes (> 61,78%) (Tabela 10).

De acordo com a andlise de componentes principais (PCA), o primeiro
componente principal (metileugenol) representou 79,5% da variancia total para as taxas de
aplicacdo de dgua e adubacdo nitrogenada entre I;10Ng e outros tratamentos, enquanto o

segundo componente principal (linalol) representou apenas 8,6% [Figura 19 (a) e (b)].
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Tabela 10 — Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de Ocimum gratissimum L. submetidas a taxas de aplicacdo de agua e de
fertilizacdo nitrogenada.

(continua)
COMPONENTE IK  TI7No I0N2  I70N4 IsoNo  IsoN2  IsoNs  TooNo  TooN2  TooNg4 T100No TiooN2  Ti00Ns  T110Ns
1 Sabineno 897 1.07h 1.10g 14a 1.15f 1.011 1.15f 134b 1.24c 1.18¢ 1.10 g 1.14f 1.21d --
2 a-Tujeno 902 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 0.40
3 f-Pineno 943  3.60c 4.07a 3.99b 316g 273k 3.08i 339d 3.14h 3.28e 298] 299) 321f --
4 a-Pineno 948 1.83d 2.12a 1.94b 1.86¢c 1.26j 1.53h 1.76e 1.52hi 1.62f 1.47 k 1.50i 1.58g 0.231
5 p-Mirceno 958 2.25c¢ 2.64b 288a 1.72g 1611 1.70h 1.89f 2.08d 194e 1.49 k 1.555 1.71gh 0.221
6 y-Terpineno 998 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 2.03
7 Limoneno 1018 1.09b - -- 091d 078f 090d 121 a 092 c 0.77f 0.85e - 072 ¢ --
8 0-Cimeno 1042 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 4.48
9 1.8-Cineol 1059 24.08c 24.60b 2522a 1922k 17.881 21.08j 2232g 2299e 21.69h 21.28i 22.73f 24.01d 144m
10 Linalol 1082 33.02f 30.06k 34.24e 31.97i 3231h 31.05j 32.78g 37.03a 36.55b 29.651 36.3c 34.34d --
11 Acetato 1-Octen-3-0ol 1109 0.69a 0.56b 045d -- -- -- -- -- -- -- 0.53 ¢ -- --
12 Canfora 1121 - - -- - - -- 0.73 -- - -- - -- --
13 Terpinen-4-ol 1137 - 0.54a 0.39b - - -- -- -- - -- - -- 0.38b
14 a-Terpineol 1143 1.72h 193c 1.86e 139k 1701 1.83f 1.83f 1.89d 1.76¢g 1.96 b 202a 1.69] --
15 o-Terpineol 1166 - - -- - - -- -- -- - -- 0.58 -- --
16 Acetato de octila 1183 148g 1.57c 1.64b 1.53d 1231 1.39ef 190a 1.57c¢c 157c 1.26 h 1.39f 140e --
17 Timol metil éter 1231 - - -- - - -- -- -- - -- - -- 0.23
18 Timol 1262 - - -- - - -- -- -- - -- - -- 2.66
19 Acetato de bornila 1277 2.98e 3.84b 1.921 2211 250g 2.83f 202k 3.02d 236h 3.88a 326c 2.15j --
20 Metileugenol 1361 1.06hi 1.18f 1.08h 1.00j 091k 136e 157c 0801 1.44d 1.59b 1.16g 1.05i 7037 a
21 Eugenol 1392 132k 1.80h 2.38d 248c 276a 2.12f 253b 1491 192¢g 2.54Db 227e 1.41; --
22 p-Elemeno 1398 096e 1.10d 0.671i 1.31a 120c 1.22b 090f 0.87g 0.71h 1.22b - 0.71 h --
23 p-Cedreno 1421 1.17f 1.34e 1.11h 1.63c¢ 1.82a 1.76b 1.13gh 1.14g 1.06i 1.52d 1.081 1.04j --
24 g-Bergamoteno 1430 894i 10.58d 844j 1147c¢ 12.65a 11.56b 930f 9.20g 832k 9.66 e 893i 896h --
25 y-Cadineno 1435 320f 281g 2531 384c 445a 4.02b 329e 2.79gh 2.78h 349d 241) 278h --
26 f-Selineno 1469 -- -- - -- -- - - - -- - -- - 3.08
27 a-Selineno 1474 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 1.64
28 4-epi-a-Acoradieno 1475 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 0.32
29 Isocariofileno 1476 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 2.62

30 p-Cariofileno 1494 - - - - - - - - - - - - 651
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Tabela 10 — Composicao quimica do dleo essencial das folhas de Ocimum gratissimum L. submetidas a taxas de aplicacdo de agua e de
fertilizacdo nitrogenada.

(conclusao)
COMPONENTE IK  I7Np I7o0N2 ~ T7N4 Is0No Is0N2 Is0N4 T9oNo TooN> TooN4 T100No TiooN2  Ti00Ns  T110Ns
31 Oxido de cariofileno 1507 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 0.46
32 (Z)-y-Bisaboleno 1515 -- -- - -- -- - - - -- - -- - 0.81

33 Espatulenol 1536 -- -- -- 0.84b 0.70d 0.64¢ -- 052g 055f 1.69 a 053g 072c¢c 0.20h
34 Acetato de eugenil 1552  1.791 1.181 1.55k 26le 286d 1.60j 324b 195h 252f 3.97a 30lc 244¢g --
35 9-epi-(E)-Cariofileno 1572 -- -- - -- -- - - - -- - -- - 0.24
36 Humuleno 1579 - - - - - - - - - - - - 1.68
37 z-Cadinol 1580 696g 623h 567k 899a 861b 823d 6.16i 5281 720f 8.36 ¢ 5.92] 8.02¢ --
38 epi-Cubenol 1627 0.77f 0.75g 0.621 1.03a 1.01b 096d 070h 0.58j 0.78f 098¢ 0.64h 0.88e -
Monoterpeno 71.65 709  73.85 63.59 61.78 65.15 69.27 7383 71.15 64.66 72.13  70.62 12.07
Sesquiterpeno 22.00 22.81 19.04 29.11 3044 2839 2148 2038 21.40 26.92 19.51 23.11 17.56
Fenilpropanoide 2.38 2.98 3.46 3.48 3.67 3.48 4.10 2.29 3.36 4.13 343 2.46 70.37
Ester 3.96 3.31 3.64 4.14 4.09 2.99 5.14 3.52 4.09 5.23 4.93 3.84 0.00
Total 99.99 99.99  99.99 99.99 9999 9999 9999 9999 9999 99.99 99.99  99.99 99.99

Fonte: Prépria (2018)

Nota: dados sdo média (n = 3). Média com letras mintisculas na linha diferem entre si pelo teste LSD a 5% de signficancia. Os componentes principais sio mostrados em negrito.
Legenda: IK = indice de Kovat de acordo com a literatura (NIST, 2005; ADAMS, 2007). I7o=70% de capacidade de campo (CC). Igo= 80% de CC. Iop=90% de CC. Ligo= 100% de
CC. I110=110% de CC. No = 0 g de Nitrogénio (N)/ha. N>=40 g de N/ha. N4 = 80 g de N/ha. N3 = 160 kg de N/ha. -- = ndo detectado.
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Figura 19 - Distribuicdo dos tratamentos (a) e constituintes quimicos (b) do dleo
essencial de Ocimum gratissimum L. em relacao aos dois componentes principais por
meio da analise dos principais componentes (PCA) para taxas de aplicacao de agua e
adubacao nitrogenada com tratamento adicional de 110% de capacidade de campo e 8.0
g de nitrogénio por vaso (I110Ns).
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Fonte: Prépria (2018)
Nota: projecdo dos teores médios dos compostos do 6leo essencial nos dois primeiros eixos principais (+ e -

indicam correlacdes positivas e negativas com os eixos, respectivamente). Os niimeros representados no plano
correspondem aos compostos relatados na Tabela 10.
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A Figura 19 mostrou que o tratamento com I;10Ns teve uma distribuigdo muito
diferente dos outros tratamentos nos quais seus constituintes foram formados por
fenilpropanoide (metileugenol), monoterpenos (y-terpineno e o-cimeno) e sesquiterpenos (o-
bergamoteno, f-cariofileno, f-selineno, isocariofileno e humuleno) sem correlagdo com os
outros tratamentos [Figura 19 (a) e (b)]. No entanto, nos demais tratamentos houve dois
grupos com similaridade: grupo 1: com correlagdo positiva com metileugenol (primeiro
componente): IgoNo, IsoN2, IsoNs, IooNo e TiooNo; grupo 2: com correlacdo positiva com
metileugenol (primeiro componente) e linalol (segundo componente): 170No, I70N2, I70N4,
IooN2, TooN4, I100N2 e I100N4 [Figura 19(a)]. A andlise da distribui¢do dos compostos quimicos
por PCA indicou também que o grupo 1 é uma combinagdo de fenilpropanoide (eugenol),
monoterpeno (limoneno), éster (eugenil acetato) e sesquiterpenos (a-bergamoteno, S-cedreno,
t-cadinol, y-cadineno e f-elemeno); enquanto o grupo 2 é composto de monoterpenos (1.8-
cineol, B-pineno, o-terpineol, sabineno e linalol) e ésteres (octil acetato e bornil acetato)
[Figura 19(b)].

Na andlise da distribui¢do dos tratamentos sem o tratamento I110Ns pela PCA, o
primeiro componente (linalol) e o segundo componente (1.8-cineol) representaram,
respectivamente, 42,5% e 14,72% da variancia total para as taxas de aplicacdo de dgua e
adubacdo nitrogenada [Figura 20 (a) e (b)]. Nessa outra PCA feita sem o tratamento I;10NG,
houve quatro grupos de homogeneidade: grupo 1: com correlagdo positiva com o linalol
(primeiro componente) entre I70Ns, IooNo, IooN2, IooN4 e I10oN4; grupo 2: com correlagio
positiva com 1.8-cineol (segundo componente) entre IgoN4 e I100No; grupo 3: com correlagdo
positiva com linalol e 1.8-cineol entre I70No, I70N2 e Ti00N2; grupo 4: com correlacdo negativa
com linalol e 1.8-cineol entre IsoNo e IsoN> [Figura 20(a)]. Os resultados obtidos pela PCA
para os constituintes quimicos mostraram também que: o grupo 1 €é formado por
monoterpenos (linalol e sabineno) e éster (octil acetato); o grupo 2 € composto por
sesquiterpenos (f-cedreno e a-bergamoteno) e éster (bornil acetato); o grupo 3 consiste em
monoterpenos (f-pineno, a-terpineol e 1.8-cineol); o grupo 4 € formado por monoterpeno
(limoneno), fenilpropanoide (eugenol), éster (eugenil acetato) e sesquiterpenos (f-elemeno, t-
cadinol e y-cadineno) [Figura 20(b)].

O aumento da dose de nitrogénio influenciou a composi¢do quimica em todos os
tratamentos independente da taxa de aplicacdo de 4gua, com menor impacto no tratamento I,
no qual houve similaridade de composicao entre as doses nitrogenadas [Figura 20(a)].

Nos tratamentos sob estresse hidrico, foi observada uma interacdo discreta entre o estresse
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hidrico e o aumento da concentracio de nitrogénio em relacdo a maior sintese de

monoterpenos [Figura 20 (a) e (b)].

Figura 20 - Distribuicio dos tratamentos (a) e constituintes quimicos (b) do dleo
essencial de Ocimum gratissimum L. em relacido aos dois componentes principais por
meio da analise dos principais componentes (PCA) para taxas de aplicacido de agua e
adubacao nitrogenada sem o tratamento adicional de 110% de capacidade de campo e 8
g de nitrogénio por vaso (I110Ns).
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Nota: projecdo dos teores médios dos compostos do 6leo essencial nos dois primeiros eixos principais (+ e -
indicam correlacdes positivas e negativas com os eixos, respectivamente). Os niimeros representados no plano
correspondem aos compostos relatados na Tabela 10.
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6 DISCUSSAO

6.1 SINTOMAS VISUAIS DA INFLUENCIA DAS VARIACOES DAS TAXAS DE
APLICACAO DE AGUA E DE ADUBACAO NITROGENADA NAS FOLHAS DE

Ocimum gratissimum L.

Taiz et al. (2014) relatam que a reducdo do turgor é o mais precoce efeito
biofisico significante da deficiéncia hidrica e, consequentemente, a expansdo foliar e o
desenvolvimento de hastes, que dependem do turgor, sdo mais sensiveis € s30 0S primeiros
efeitos alterados em um vegetal submetido a essa situacdo adversa. A observagdo de folhas
murchas em Ocimum gratissimum como primeira resposta a restricdo hidrica foi consistente
com esse comportamento fisioldgico.

Por outro lado, o 4cido abscisico produz mudancgas que conferem ao vegetal a
capacidade em manter o turgor celular para suportar a desidratacio (FAROOQ et al., 2009) e
segundo Kosma et al. (2009), hd um retardo no murchamento em espécies aclimatadas a
deficiéncia hidrica em comparacdo com espécies ndo aclimatadas anteriormente. Para Kosma
et al. (2009), a inducdo de lipidios cutaneos pode ser importante nessa aclimatagdo por estar
associada a reducdo da permeabilidade da cuticula, uma adaptacdo que pode limitar a
transpiracao e atrasar o aparecimento do estresse hidrico durante a seca prolongada. Ocimum
gratissimum apresentou folhas murchas somente no tratamento Iso (Figura 17C e Figura 18A)
que em nosso estudo se encontrava muito proximo ao ponto de murcha permanente,
verificando-se aclimatacao satisfatdria a reducao hidrica até o tratamento I7o.

De acordo com levantamento feito por Desprez-Loustau et al. (2006) e Oliva et al.
(2014), o aumento da restricdo hidrica estd relacionado ao surgimento e ao aumento da
gravidade de doengas fungicas no vegetal. Em nosso estudo, a observacdo de manchas no
tratamento Iso (Figura 17C e Figura 18A) pode ter ocorrido em funcdo de uma provavel
infec¢do patogénica decorrente da diminui¢do das defesas do vegetal pela limita¢ao hidrica.

Ocimum gratissimum demonstrou maior sensibilidade a variagdo nitrogenada do
que a restricdo hidrica, haja vista a significancia estatistica dos sintomas clorose, abscisao,
necrose e necrose apical somente em relacao a variacao nas doses de nitrogénio (Figura 18B).

O amarelamento (clorose) constatado em nosso estudo (Figura 17B e Figura 18B)
€ um sintoma inicial tipico da deficiéncia de nitrogénio e isso se deve ao fato de o nitrogénio
ser facilmente redistribuido pela planta das folhas mais velhas e intermedidrias para os 6rgaos

ou folhas mais novas via floema, objetivando garantir o seu crescimento e desenvolvimento
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diante da escassez desse nutriente no meio (CARMONA, 2015; LIMA et al.,, 2015;
MAILLARD et al., 2015; VIEGAS et al., 2018).

Com relacdo a abscisao, os estudos de Ren et al. (2011, 2013) comprovaram que a
longevidade foliar é reduzida pelo aumento da disponibilidade hidrica e de nitrogénio,
isolados e em interacdo, principalmente por meio da alteragdo da producgdo de etileno, um
hormoénio vegetal enddgeno envolvido no controle da senescéncia e abscisdo na folha.
Entretanto, segundo Sirousmehr et al. (2014) a abscisdo foliar € uma adaptacio a longo prazo
do vegetal a limitacdo hidrica, o que também estimula a sintese e sensibilidade do vegetal ao
etileno. Além disso, de acordo com Hanaoka et al. (2002) ha um aumento da senescéncia com
a deficiéncia de nitrogénio a partir da regulacdo da reparticdo de nitrogénio, o que pode
explicar nossos resultados obtidos com Ocimum gratissimum. A reparticdo de nitrogénio
contribui significativamente para a eficiéncia e produtividade do uso de nitrogénio do vegetal
e € especialmente necessdria durante a senescéncia da folha e quando os vegetais sdo
cultivados sob baixa disponibilidade de nitrato, pois contribui para a manutengdo da
homeostase celular, equilibrio C:N e metabolismo redox (MASCLAUX-DAUBRESSE,
2016). Isso pode justificar os resultados da abscisdo no tratamento N4 verificados em nossa
pesquisa (Figura 18B).

Acredita-se que os sintomas de necrose e necrose apical observados em nosso
estudo (Figura 17A-B e Figura 18B) foram decorrentes do consumo de nitrogénio do vegetal
por patégenos, pois havia manchas indicativas de doencas fungicas no tratamento com Igp,
como mencionado anteriormente. A necrose apical das folhas é um processo fisiologico
relacionado a dinamica do nitrogénio na folha. Segundo Van Den Berg et al. (2007, 2008),
patégenos utilizam nutrientes foliares e podem, assim, acelerar a necrose fisiolgica apical, e
desde que os beneficios da reducao da doenca pela necrose apical precoce superem o custo da
perda de material foliar sauddvel, como no caso da alta disponibilidade de nutrientes, o
vegetal pode usar a necrose como defesa contra algumas doencas, porque os patdgenos
biotréficos ndo crescem em material foliar necrético. Embora os sintomas de necrose ndo
tenham sido correlacionados ao estresse hidrico em nosso estudo (Figura 18), Lund et al.
(1998) e Bashan (1994) atribuiram necrose apical ao estimulo na producdo de etileno por
infec¢do por patdgenos e relataram que essa necrose também pode ocorrer devido a dano
celular induzido pelo crescimento intracelular de certas espécies patogénicas em fungdo do
estresse hidrico.

Geralmente, manter um solo com umidade acima da capacidade de campo por

longos periodos, como no tratamento Ii10, leva a uma diminuicdo na aera¢do do solo porque



104

os poros serdo preenchidos com dgua em vez de oxigénio e a dgua bloqueard a difusdo de gés
da atmosfera para o solo (CHEN et al., 2011). Isso pode causar vérios sintomas nas plantas,
mas a causa de danos as plantas nos solos é frequentemente questionada e a literatura sugere
que ela estd mais relacionada a producdo de substincias toxicas do que a deficiéncia de
oxigénio nas proprias raizes (MORALES-OLMEDO et al., 2015). No entanto, ndo houve
sintoma de estresse no tratamento com o I110Ng (Figura 17D), o que pode sugerir uma melhor
aclimatag@o pela co-limitagdo entre aplicagdo hidrica acima da capacidade de campo e alta
dose de nitrogénio.

Albarenque et al. (2016) usaram o conceito de co-limitagdo dgua-nitrogénio para
explorar a resposta do milho a disponibilidade de recursos. A co-limitacdo é operacionalmente
identificada quando a resposta de saida de um sistema bioldgico (por exemplo, crescimento de
planta ou populacdo) a duas ou mais entradas é maior que sua resposta a cada fator
isoladamente. As interacdes entre a d4gua e o nitrogénio influenciam processos que vao desde
o ecossistema até o nivel molecular. As interagdes dgua-nitrogénio afetam a produtividade, a
reparticdo de nitrogénio das folhas, a fotossintese, a senescéncia e a translocacdo raiz-parte
aérea. A hipétese de Bloom et al. (1985), em que a producdo vegetal € maximizada quando é
igualmente limitada por todos os recursos, € reordenada em termos de co-limitacdo e
reformulada em termos quantitativos, ou seja, para uma dada intensidade de tensao agregada,
a producao vegetal é proporcional ao grau de co-limitacao.

De acordo com Agren et al. (2012), a co-limitacdo ocorre em razdes nutricionais
muito rigorosas (taxas Otimas) e o controle da taxa de crescimento de um nutriente depende
do controle da taxa por outro nutriente de outro processo, onde dois nutrientes limitam o
crescimento, e que devido a limitagdo maltipla de recursos, a co-limitacdo sempre existird e as
plantas devem sempre ser direcionadas para o ponto 6timo das razdes de nutrientes, onde é

dificil saber se o 6timo € realmente um tunico valor ou uma variagdo de propor¢des em que

uma consequéncia de tal balanceamento de recursos € uma varidvel raiz:alocagcao de brotos.

6.2 INFLUENCIA DAS VARIACOES DAS TAXAS DE APLICACAO DE AGUA EDE
ADUBACAO NITROGENADA NO CRESCIMENTO E NA PRODUCAO DE
OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Ocimum gratissimum L.

Os resultados dos parametros morfométricos mostraram alta sensibilidade de
Ocimum gratissimum 2 limitac¢do hidrica do solo em condi¢des tropicais. Folhas maiores e um

maior nimero de folhas foram produzidos com a umidade do solo mais préxima da
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capacidade de campo. O crescimento foliar e a taxa de aparecimento de folhas sdo muito mais
sensiveis a redu¢do hidrica do que a fotossintese e a transpiracao (TARDIEU et al., 2013). O
tratamento Iioo produziu um nimero quase 50% maior de folhas de area foliar maior para a
dose de nitrogénio N4 do que os tratamentos com menor taxa de aplicacdo de 4dgua. Vale
ressaltar que essa diferenca foi muito menor nas doses No e N> (Tabela 8).

A reducgdo na drea foliar e no crescimento das plantas € considerada uma resposta
precoce a restricdo hidrica, uma vez que permite ao vegetal reduzir sua transpiragao,
aumentando assim a eficiéncia do uso da dgua (BASU et al., 2016; FATHI & TARI, 2016).
Portanto, acredita-se que a diminui¢do da drea foliar de Ocimum gratissimum sob limitacao
hidrica observada em nosso estudo (tratamentos Iso € I70) se deva principalmente a reducdo do
alongamento celular. A redu¢do da dgua limita o alongamento das células vegetais por meio
da reducgdo do turgor celular, que depende da dgua e da pressdao osmotica (FENG et al., 2016).

Contudo, as grandes diferencas no nimero de folhas podem ser explicadas pelo
aumento da taxa e duracdo do aparecimento de folhas em Iipo e Ii10, bem como por um
processo de abscisdo mais acelerado em tratamentos com menor taxa de aplicacdo de dgua. A
taxa de aparecimento de folhas € usualmente calculada a partir do quociente do nimero de
folhas produzidas desde a semeadura até a floracdo e o tempo decorrido entre esses eventos €
pode ser tanto retardada quanto inibida pela deficiéncia hidrica (MARTINEZ-EIXARCH et
al., 2013; DAVIDSON et al., 2017).

Por sua vez, a deficiéncia hidrica aumenta a producao de etileno e dcido abscisico
no vegetal (SALAZAR et al., 2015; JOSHI et al., 2018), que sdo ativadores hormonais da
abscisdo e senescéncia (ZHAO et al., 2016; IQBAL et al., 2017). A concentracdo desses
hormonios determina a capacidade de um vegetal de diminuir a transpiracdo como forma de
retardar os sintomas da desidratacdo (YANG et al., 2014; ZHAO et al., 2016).

O maior tamanho e o maior nimero de folhas, juntos, resultaram em diferencas de
matéria seca das folhas em qualquer nivel de taxa de aplicacdo de 4gua (Tabela 8). A
limitagdo hidrica reduz o rendimento de matéria seca principalmente pelo desenvolvimento da
area foliar e o consequente efeito no nimero de folhas acumuladas. O crescimento da area
foliar determina a capacidade de interceptacdo de luz de uma cultura e é frequentemente
usado como um substituto para o crescimento de vegetais em sistemas de fenotipagem de alta
produtividade (WERADUWAGE et al., 2015). A relacdo entre o crescimento da area foliar e
o crescimento em termos de massa dependerd de como o carbono é dividido entre a nova

folha e a taxa de transpiragdo, condutincia estomatica e teor de nitrogénio foliar. Tanto a taxa
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de transpiracdo quanto a condutancia estomatica sdo dependentes do conteido de 4gua no solo
(WANG et al., 2012; WERADUWAGE et al., 2015).

Nossos resultados mostraram alta sensibilidade do Ocimum gratissimum a
aplicacdo de nitrogénio no incremento da matéria seca das folhas, em todas as taxas de
aplicacdo de dgua no solo (Tabelas 8 € 9). O aumento do suprimento de nitrogénio pode levar
a maiores concentracdes de nitrogénio foliar, que promovem maiores taxas fotossintéticas e
eficiéncia de uso de radiacdo (CHEN et al., 2016; SHI et al., 2016; KHAN et al., 2017).
Portanto, o nitrogénio € um fator chave para regulacdo das respostas fotossintéticas a
aplicacdo de dgua no solo, pois € um componente importante da rubisco e de outras enzimas e
estruturas fotossintéticas (SUN et al., 2016; ZHONG et al., 2017).

Concentragdes elevadas de nitrogénio nas folhas e a dgua do solo tém efeitos
sinérgicos na fotossintese e na produ¢do de biomassa (KIM et al., 2008; DINH et al., 2017). A
oferta baixa de nitrogénio, por outro lado, pode diminuir ou mesmo eliminar o efeito positivo
da dgua do solo (WANG et al., 2012). A diferenca na matéria seca da folha entre Nalioo
Nsli10 de 40% (37.5 a 52.5 g/planta) sugere que em condicdes tropicais a resposta de Ocimum
gratissimum a niveis elevados de 4gua e nitrogénio para a producdo de biomassa foliar
demanda uma aplicacdo desses insumos em uma dose maior do que o comumente
recomendado.

Geralmente, em condicdes de deficiéncia hidrica, a reducdo da massa seca
correlaciona-se com o aumento dos valores de teor e rendimento do 6leo essencial (EMAMI
BISTGANI et al., 2017). No entanto, essa questdo € controversa, embora vdrios autores
tenham relatado aumento da producdo de 6leo essencial com redugdo da massa seca pela
reducdo da dgua no solo (BAHER et al., 2002; OZTURK et al., 2004; BAHREININEJAD et
al., 2014; ANDERSON et al., 2016), alguns pesquisadores associaram a redu¢do do teor e a
producdo de dleo essencial com a redugcdo da massa seca em fun¢do da reducdo da dgua
(LETCHAMO et al., 1994; EIASU et al., 2008; AZIZI et al. 2009; ASKARY et al., 2018).

Com relagdo ao nitrogénio, o aumento da dose de nitrogénio pode aumentar a
producdo de 6leo essencial (SAID-AL AHL et al., 2009; SINGH et al., 2016), bem como
diminui-la (AZIZI et al., 2009). Além disso, nos estudos de Arabaci & Bayram (2004) e
Afkari (2016) com Ocimum basilicum L. (manjericao), a maior producao de 6leo essencial foi
obtida nos tratamentos sem fertiliza¢do nitrogenada.

Aplicacoes de nitrogénio geralmente aumentam o conteido de dleo essencial e o
rendimento em plantas aromdticas, aumentando a quantidade de producdo de biomassa por

unidade de area, desenvolvimento de area foliar e taxa fotossintética (ASKARY et al., 2018).
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Nossos resultados mostram que o teor de 6leo essencial das folhas de Ocimum
gratissimum aumenta com a redu¢do hidrica e diminui na matéria seca somente quando em
condicdes de deficiéncia de nitrogénio (Tabela 8). Quando alguma dose de nitrogénio foi
aplicada, as interagOes entre a dgua € o nitrogénio aumentaram drasticamente o teor € o
rendimento do 6leo essencial, de tal forma que houve diferenca de 74% no rendimento entre
Nali0o e Nsli10. Essa diferenca pode ser explicada pela variagdo no nimero e na matéria seca
das folhas e no teor de 6leo essencial. Os resultados dessa interagdo podem ser verificados
comparando o tratamento Nalijopo com Nbzljpo (deficiéncia de nitrogénio) ou com Nal7o
(deficiéncia hidrica).

Uma caracteristica importante de multiplos recursos estressores € que seus efeitos
sao frequentemente nao aditivos. Albarenque et al. (2016) usaram o conceito de co-limitacao
dgua-nitrogénio para explorar a resposta de Zea mays L. (milho) a disponibilidade de
recursos. A co-limitacdo € operacionalmente identificada quando a resposta de saida de um
sistema biolégico (por exemplo, crescimento de vegetal ou populagdo) a duas ou mais
entradas € maior que sua resposta a cada fator isoladamente. Interacdes entre os processos de
influéncia da 4gua e do nitrogénio variam desde o ecossistema até o nivel molecular. As
interacdes dgua-nitrogénio afetam a produtividade, a reparticdo de nitrogénio das folhas, a
fotossintese, a senescéncia e a translocagcdo raiz-parte aérea (SADRAS et al., 2016). A
hipétese de Bloom et al. (1985), que a producdo vegetal ¢ maximizada quando € igualmente
limitada por todos os recursos, € reformulada em termos de co-limitacdo e formulada em
termos quantitativos, isto €, para uma determinada intensidade de estresse total, a produgdo do

vegetal € proporcional ao grau de recurso co-limitado.

6.3 INFLUENCIA DAS VARIACOES DAS TAXAS DE APLICACAO DE AGUA E DE
ADUBACAO NITROGENADA NA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO
ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Ocimum gratissimum L.

Sabe-se que fatores extrinsecos, como a dgua e o estresse nutricional, t€ém o
potencial de induzir alteragdes fisioldgicas em espécies vegetais com modificacdes na via
metabodlica (OLIVOTO et al., 2017). A redugdo nas taxas de aplicagdo de dgua e na adubacgdo
nitrogenada causou mudangas de quantidade relativa na composi¢ao de 6leo essencial, mas o
quimiotipo foi mantido e os principais compostos foram os mesmos. No entanto, o tratamento

com [;10Ng causou um interruptor de quimiotipo no 6leo essencial e diferencas relevantes na
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composi¢do geral, com um incremento da quantidade relativa de fenilpropanoides, juntamente
com um decréscimo relevante na quantidade de monoterpenos.

Houve uma acentuada divergéncia da composicdo quimica entre o tratamento
I110Ng, que apresentou metileugenol como componente majoritario (70,37%), seguido de S-
cariofileno (6,51%) e o-cimeno (4,48%), e os demais tratamentos, nos quais linalol (29,65 a
37,03%), 1.8-cineol (17,88 a 25,22%) e a-bergamoteno (8,32 a 12,65%) predominaram como
os principais componentes. O metileugenol € um fenilpropanoide, originado via chiquimato
no citosol (TAN & NISHIDA, 2012), enquanto o-cimeno, linalol e 1.8-cineol sdo
monoterpenos, originados do mevalonato no citosol e fosfato de metileritritol nos plastidios
(KARUPPIAH et al., 2017). p-Cariofileno e a-bergamoteno sdo sesquiterpenos sintetizados
pelo farnesil difosfato, geralmente no citosol (PALMER-YOUNG et al., 2015). A alteragao
qualitativa da composi¢do quimica do 6leo essencial ocorrida no tratamento 1110Ng resultou,
portanto, da modificacdo da via metabdlica

Existem trés hipdteses possiveis para a alteracdo na composicdo quimica do dleo
essencial do I110Ng, principalmente em relacdo ao metileugenol. Primeiro, a luz durante a
colheita influenciou a sintese do metileugenol. Em segundo lugar, a atividade das enzimas
reguladoras da biossintese de fenilpropanoides, tais como fenilalanina amoénia-liase (PAL) e
eugenol O-metiltransferase (EOMT), pode ter sido estimulada pelo estresse. Em terceiro
lugar, houve co-limitagao bioquimicamente dependente de d4gua e nitrogénio.

Tal mudancga dristica também foi observada por Vasconcelos-Silva et al. (1999)
que analisaram a variacdo quimica durante o dia de constituintes do 6leo essencial das folhas
de Ocimum gratissimum. Nesse estudo, a consideravel varia¢ao foi observada no rendimento
de eugenol, com 98%, no 6leo essencial extraido das folhas colhidas as 12h e 11% no dleo
essencial extraido das folhas colhidas as 17h, enquanto o 1.8-cineol, o segundo maior
constituinte, apresentou uma variagdo anormal de zero as 12h até 75.5% as 17h. Em nosso
estudo, as folhas foram colhidas entre as 10h e 12h, iniciando a partir do tratamento IsoNo e
terminando com o tratamento I;;oNg. No hordrio de 10h Vasconcelos-Silva et al. (1999)
relataram aumento de linalol e 1.8-cineol e as 11h os pesquisadores citaram aumento de
eugenol, diminui¢do de 1.8-cineol e auséncia de linalol, similar aos nossos resultados com o
tratamento com I110Ns.

Diferentes comprimentos de onda no vegetal podem modular os compostos
presentes no Oleo essencial. Ascrizzi et al. (2018) na investigacdo da influéncia da luz
vermelha sobre a composi¢do quimica do 6leo essencial de Petroselinum crispum (Mill.)

Nym. (salsa) também relatou uma mudang¢a no quimiotipo da miristicina, um fenilpropanoide,
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da amostra controle para (E,E)-a-farneseno, um sesquiterpeno, no tratamento do final do dia
com luz monocromatica vermelha (660 nm).

Além disso, a atividade das enzimas reguladoras da biossintese de
fenilpropanoides, como a fenilalanina amonia-liase (PAL), pode ter contribuido para essa
mudanga na via biossintética. A enzima PAL € sensivel a estimulos ambientais e € a primeira
enzima chave do metabolismo dos fenilpropanoides, responsavel por catalisar a desamina¢do
da fenilalanina (aminodcido aromadtico derivado da via do chiquimato) em &cido cindmico
(PAYYAVULA et al., 2012). Como em regimes mais irrigados, hd um aumento intenso na
atividade de PAL (MACHADO et al., 2013; WANG et al., 2014), acredita-se que a maior
taxa de aplicacdo de &4gua no tratamento Ij10Ng possa ter alterado os niveis de PAL,
provocando o aumento de fenilpropanoides.

Além da PAL, o cinamato 4-hidroxilase (C4H), o alcool coniferil aciltransferase
(CFAT), a eugenol sintase (EGS) e a eugenol O-metiltransferase (EOMT) também sao
importantes na via dos fenilpropanoides, principalmente na sintese do metileugenol. O C4H
utiliza o dcido cindmico como substrato para produzir dcido cumadrico, intermedidrio do dlcool
coniferil (HIRATA et al., 2016). O élcool coniferil € o dlcool monolignol intermediario da via
biossintética da lignina e serve como precursor para a biossintese do fenilpropanoide. Esse
alcool € primeiro convertido em acetato pela CFAT. A eliminagdo redutiva da por¢ao acetato,
que € catalisada por EGS ou pela isoeugenol sintase (IGS), origina a cadeia lateral do propenil
(ANAND et al., 2016). O eugenol e o isoeugenol t€m o mesmo precursor: coniferil acetato. O
coniferil acetato pode produzir isoeugenol por IGS ou pode formar eugenol por EGS. A
metilagao do eugenol e do isoeugenol no grupo -OH do anel fenilico € catalisada por EOMT e
isoeugenol O-metil transferase (IOMT) para formar seus derivados éter metil: metileugenol e
metilisoeugenol, respectivamente (ANAND et al.,, 2016; HIRATA et al.,, 2016). O EGS
também utiliza o cumaril acetato como substrato para produzir o chavicol. No entanto, o
chavicol ndo foi sintetizado por Ocimum gratissimum em nossos tratamentos em
conformidade com Anand et al. (2016), que demonstrou que o coniferil acetato € o substrato
preferido sobre o cumaril acetato por EGS em espécies de Ocimum.

Assim, considerando que ndo houve produgcdo de chavicol, isoeugenol e
metilisoeugenol em 1110Ns, nossa hipétese € que também houve estimulacdo da EOMT, além
da PAL, nesse tratamento. As O-metiltransferases, como EOMT, constituem uma grande
familia de enzimas que metilam o 4dtomo de oxigénio de uma variedade de metabdlitos
secunddrios, incluindo fenilpropanoides, e essa O-metilagdo desempenha um papel

fundamental na tolerancia ao estresse (LAM et al., 2007). Isso pode levar também a hipdtese
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de que os demais tratamentos com reducdo hidrica e baixa dose de nitrogénio foram
percebidos como um ambiente menos estressante por Ocimum gratissimum e,
consequentemente, as enzimas PAL e EOMT foram menos induzidas e os fenilpropanoides
foram menos sintetizados nesses tratamentos, como pode ser observado pela andlise de PCA
[Figura 19(b)], em que o grupo 2 (I70No, I7oN2, I70Ns, IooN2, IsoNs, IiooN2 € I100N4) ndo
apresentou correlagdo com os fenilpropanoides.

O nitrogénio aplicado a uma taxa aumentada também pode modificar a
composi¢do quimica do 6leo essencial, como constatado pela andlise de PCA que revelou a
variabilidade quimica em relacdo ao aumento da dose de nitrogénio (Figura 20). O nitrato
(NO3°) e 0 amonio (NH4*) sdo as duas principais formas de nitrogénio inorgénico para plantas
em solos. Devido a varios fatores (por exemplo, interferéncia de raizes, umidade do solo e
micro-organismos do solo), a transformacao reciproca entre amonio e nitrato € muito comum
em solos. Assim, as raizes estdo sempre prontas para absorver ambas as formas de nitrogénio
nos solos (RUAN et al., 2016). A absor¢do e o uso de nitrogénio pelos vegetais dependem,
entre outros, do tipo de fertilizante (forma de nitrogénio) e sua quantidade (taxa de
nitrogénio). A resposta dos vegetais a diferentes formas de nitrogénio depende da
concentragdo de fons NH4" e NO3™ no ambiente nutricional, em que o excesso de absor¢do de
fons NH4" pode causar distirbios no metabolismo vegetal levando até mesmo ao
envenenamento (NURZYNSKA-WIERDAK, 2013).

Kong et al. (2017), por exemplo, mostraram em seu estudo com Triticum aestivum
L. (trigo), que o excesso de nitrogénio alterou o metabolismo secunddrio vegetal de tal
maneira que houve 99 metabdlitos diferentes entre os tratamentos com adubagdo nitrogenada
normal e excessiva. Nurzynska-Wierdak et al. (2011) em sua pesquisa com o Ocimum
basilicum L. (manjericdo) também relataram um aumento do metileugenol e diminui¢do do
eugenol com doses mais elevadas de nitrogénio, semelhantes aos nossos achados. Talvez
Ocimum gratissimum em nosso estudo também tenha considerado a dose de 160 kg de N/ha
(equivalente a 8 g N/vaso) um fator mais estressante do que as outras doses de nitrogénio e
esse estresse junto com a taxa de aplicacio de 4gua acima da capacidade de campo
contribuiram para a maior producdo de fenilpropanoides de acordo com a teoria de co-
limitag@o bioquimicamente dependente.

O conceito de co-limitagdo de 4gua e nitrogénio, usado frequentemente para
descrever como esses recursos competidores sdo alocados durante o crescimento vegetal,
propoe que esse crescimento € 6timo quando a 4gua e o nitrogénio sdo igualmente limitantes

(RIAR et al., 2016), em nossa pesquisa, Ocimum gratissimum também apresentou maior
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crescimento foliar no I110Ng (Tabelas 8-9), o que reforca essa hipdtese de co-limitacdo. Em
I110Ng, a dose de nitrogénio e a taxa de aplicagdo de dgua utilizadas sugerem uma relacdo
sinérgica entre o nitrogénio e a 4gua na produgao de fenilpropanoides por co-limitagao.

Segundo Agren et al. (2012), a co-limitagdo ocorre em razdes nutricionais muito
rigorosas (razdes Otimas) e o controle da taxa de crescimento de um nutriente depende do
controle da taxa de outro nutriente de outro processo, onde dois nutrientes limitam o
crescimento, mas por causa da multipla limitacdo de recursos, a co-limitagdo sempre existird e
os vegetais devem sempre ser direcionados para o ponto de 6timas razdes de nutrientes, onde
¢ dificil saber se o 6timo € realmente um tnico valor ou uma variacio de razdes em que uma
consequéncia de tais balanceamentos de recursos é uma varidvel raiz:alocacdo de brotos.
Além disso, evidéncias emergentes destacam a importancia de enddfitos microbianos e
fungicos nos tecidos de grandes vegetais terrestres superiores (BRACKEN et al., 2015). Os
endofitos fungicos também podem diminuir a diversidade de bactérias associadas a raiz com
maior umidade do solo, enquanto que, na sua auséncia, a diversidade bacteriana aumenta com
a maior umidade do solo (BELL-DERESKE et al., 2017). No entanto, seus efeitos (como o
aumento da concentracdo de nitrogénio na parte aérea e raizes) geralmente dependem do
suprimento de 4gua (BOWLES et al., 2018).

Isso pode explicar a divergéncia dos nossos resultados em relagdo aos estudos de
Hazzoumi et al. (2015). Esses pesquisadores relataram que a micorrizacdo diminui 0s
compostos fendlicos (como os fenilpropanoides) em Ocimum gratissimum sob estresse
hidrico e aumenta o rendimento de 6leo essencial, independentemente do estado hidrico do
vegetal (estressado ou ndo), o que demonstra a melhoria da planta e sua melhor aclimatacao
ao estresse quando em simbiose com fungos micorrizicos arbusculares. Entretanto, em nosso
estudo, embora em tratamentos com maior estresse hidrico tenha ocorrido diminuicao dos
compostos fendlicos (Figuras 19-20), nesses tratamentos ndo houve aumento no teor de 6leo
essencial e melhora no crescimento das plantas, como no tratamento com I;1oNg (que
apresentou melhor aclimatacdo com maior teor e rendimento de 6leo essencial e maior
crescimento vegetal em relacio a todos os demais tratamentos) (Tabelas 8-9).
As doses recomendadas de nitrogénio variam entre espécies de Ocimum: para Ocimum
basilicum a taxa de fertilizacdo ¢ de 40-120 kg de N/ha, mas a dose ideal de fertilizante
recomendada para Ocimum sanctum é de 120 kg de N/ha (SMITHA et al. , 2014). Nossos
resultados (Tabelas 8-9) indicam que a dose de 160 kg de N/ha (equivalente a 8 g N/vaso) é a
dose 6tima de fertilizante recomendada para a cultura de Ocimum gratissimum e mostra que

essa espécie suporta doses nitrogenadas possivelmente téxicas para outras espécies,
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provavelmente devido a interacdes sinérgicas entre multiplos recursos limitantes como agua,
nitrogé€nio e enddfitos microbianos e fingicos (ou seja, co-limitagao).

O fendomeno da co-limitagdo também explica o equilibrio relativo entre os
constituintes e suas quantidades nos demais tratamentos, demonstrando que as plantas criaram
um equilibrio dinamico onde todos os recursos eram igualmente limitantes ao crescimento, de
acordo com as hipéteses de Bloom et al. (1985). Os resultados obtidos a partir da anédlise de
PCA revelaram a existéncia de variabilidade quimica nos demais tratamentos com taxas de
aplicacdo hidrica e de adubacdo nitrogenada [Figura 20 (a) e (b)]. O aumento da producdo de
1.8-cineol (I70N4, IsoN4 e IooN2) e linalol (I70N4, IsoN2, IooN2 € I100N4) com o aumento da dose
de nitrogénio (Tabela 10) foi, respectivamente, semelhante ao relatado por Zheljazkov et al.
(2008) e Taie et al. (2010), em seus estudos com Ocimum basilicum (manjericio). A
diminui¢do do eugenol com o aumento da dose nitrogenada (IsoN4, IooN2 e I100N4) também foi
obtida com Ocimum basilicum por Nurzynska-Wierdak et al. (2011). O 6leo essencial
também pode sofrer mudancas qualitativas em sua composicdo quimica devido a deficiéncia
hidrica (BETTAIEB et al., 2009). No entanto, geralmente, esse estresse causa apenas
mudancas quantitativas nos principais componentes do 6leo essencial (LARIBI et al., 2009;
CASER et al., 2016; MAATALLAH et al., 2016; MCKIERNAN et al., 2016), como em
nossos resultados.

Com relagdo aos terpenoides, os monoterpenos e sesquiterpenos sao derivados da
condensacdo do isopentenil difosfato (IPP) e seu isdmero alilico, dimetilalil difosfato
(DMAPP). A condensacao de um DMAPP e duas moléculas de IPP catalisadas pela farnesil
difosfato sintase (FPPS) leva a formacdo de farnesil difosfato (FPP) no citosol, enquanto a
condensacdo de um DMAPP e um IPP catalisada por geranil difosfato sintase (GPPS) leva a
formagdo de geranil difosfato (GPP) no plastideo. GPP e FPP sdo substratos de enzimas
terpé€nicas para a sintese de mono- e sesquiterpenos, respectivamente (DESPINASSE et al.,
2017).

Segundo Prieto et al. (2011) o limoneno é usado como substrato para a sintese de
derivados terpé€nicos e pode ser biotransformado em monoterpenos oxigenados, como o-
terpineol e linalol (que podem ser formados por terpineol), que possuem valor agregado
significativamente maior do que o limoneno. A correlacdo entre a-terpineol e linalol foi
verificada no grupo 2 pela andlise de PCA (Figura 19) e no tratamento I;10Ng no qual a
auséncia desses trés compostos foi constatada (Tabela 10). Além disso, o 1.8-cineol (também
conhecido como eucaliptol) pode resultar de uma reacdo de ciclizagdo do a-terpineol

(PIECHULLA et al., 2016), que pode explicar sua produ¢c@o nos nossos tratamentos, exceto
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em I[;10Ns, onde endofitos microbianos e flingicos podem ter sido os responsdveis pela
biossintese do 1.8-cineol. A andlise de PCA (Figura 20) mostrou a correlacdo entre o 1.8-
cineol e o a-terpineol no grupo 3 formado pelos tratamentos I70No, I70N2 e Ii0o0N2 e de acordo
com Shaw et al. (2015), os fungos endoéfitos sintetizam uma abundancia de terpenos incluindo
o 1.8-cineol e a mutagénese dessas enzimas terpénicas produz um sitio ativo asparagino
critico para a captacdo e especificidade da dgua durante a sintese do cineol, o mesmo
mecanismo utilizado nos vegetais.

Em relac@o aos outros principais componentes do tratamento I110Ns, 0 o-cimeno é
um monoterpeno e o f-cariofileno é um sesquiterpeno e ambos os terpenos nao foram
produzidos nos demais tratamentos. A formacdo de o-cimeno em Ij10Ng provavelmente
ocorreu a partir da oxidacdo de a-pineno no ar pelos oxidantes atmosféricos OH, O3 e NOs
similar ao obtido por Gratien et al. (2011) em seus estudos com o p-cimeno. Enquanto que a
maior dose de nitrogénio e a maior taxa de aplicacdo de dgua provavelmente promoveram a
ativacdo da enzima f-cariofileno sintetase resultando na produgdo de p-cariofileno somente
em I110Nsg. Nos outros tratamentos, o f-cariofileno foi substituido por outro sesquiterpeno, a-
bergamoteno, que possui 0 mesmo precursor FPP. Isso reflete a preferéncia do FPP pela f-
cariofileno sintase sobre a-bergamoteno sintase no I110Ns. Nossos achados estdo de acordo
com estudos de Ardanuy et al. (2017), onde uma maior concentracdo de f-cariofileno foi
detectada em vegetais sob dose nitrogenada mais alta. A andlise de PCA revelou a
similaridade entre os tratamentos I;10Ns, IsoNo e IsoN2 em relacdo as classes de compostos:
todos os trés tratamentos apresentaram correlacio com monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides (Figuras 19-20). Entre os terpenos, os hidrocarbonetos monoterpenos
demonstraram melhorar o estresse abidtico em vérias espécies de vegetais por meio de dois
mecanismos propostos: estabilizagdo da membrana e efeitos diretos de antioxidantes.
Enquanto os hidrocarbonetos sesquiterpenos ndo apenas compartilham as propriedades
estruturais que conferem qualidades protetoras aos hidrocarbonetos monoterpenos, mas
também reagem rapidamente com o ozoOnio, sugerindo que os sesquiterpenos podem
similarmente aumentar a tolerancia a estresses abidticos (PALMER-YOUNG et al., 2015).

Ocimum gratissimum possui vdrias propriedades terapéuticas cientificamente
comprovadas, como: hipoglicemico (CASANOVA et al, 2014, 2017); antioxidante
(AKINRINDE et al., 2016; HZOUNDA et al., 2016); antifingico (NGUEFACK et al, 2009;
BONOU et al.,, 2016; OLIVEIRA et al., 2016); antibacteriano (SAHA et al., 2013;
IGBINOSA & IDEMUDIA et al., 2016); auxiliar no tratamento de hepatopatias (CHIU et al.,

2014); entre outras. Considerando apenas o principal componente do I110Ng (metileugenol) e
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os dois principais componentes dos outros tratamentos (linalol e 1.8-cineol), essa alteracdo na
via metabdlica e na composicdo quimica, bem como o aumento do teor e do rendimento do
6leo essencial ocorridos no tratamento I110Ng, com aumento da producao de metileugenol e a
auséncia de sintese do linalol, impactam na qualidade, eficdcia e seguranca de um possivel
produto final desenvolvido a partir dessa espécie vegetal.

O metileugenol é um composto com efeitos antialérgicos, antianafiléticos,
antinociceptivos e anti-inflamatérios (TANG et al., 2015), possui agdo tripanocida in vitro
(GIONGO et al., 2017) e reduz a lesao isquémica cerebral pela supressdo de lesdo oxidativa e
inflamacao (CHOI et al., 2010). Esse composto € empregado como agente aromatizante em
produtos alimentares (geleias, produtos de panificacdo, bebidas nao alcodlicas, goma de
mascar, doces, condimentos e sorvetes) e € também amplamente utilizado como ingrediente
de fragrancia em perfumes, produtos de higiene pessoal e detergentes (IARC, 2013). Por
outro lado, o linalol, que também ¢ extensamente empregado na industria de alimentos e
cosméticos devido as suas propriedades flavorizantes e de perfumaria (LETIZIA et al., 2003;
CAPUTI & APREA, 2011), exibe atividades bioldgicas antinociceptiva, antileishmania e
antimicrobiana (MOHR et al., 2017). Além disso, o linalol afeta a hipoglicemia (DEEPA &
ANURADHA, 2011) e na terapia combinatdéria com limoneno melhora o controle do diabetes
(MORE et al., 2014). Enquanto 1.8-cineol foi relatado na melhoria da disfuncdo das células
endoteliais (LINGHU et al., 2016) e tem propriedades gastroprotetoras (ROCHA CALDAS et
al., 2015), anti-inflamatdrias e repelentes (DHAKAD et al., 2018).

Assim, a auséncia de linalol, 1.8-cineol e limoneno com o aumento da producdo
de metileugenol no tratamento I;10Ng mostram que a taxa de aplicacdo de dgua acima da
capacidade de campo associada a dose de nitrogé€nio superior as normalmente recomendadas
pode afetar a composicdo quimica e, consequentemente, influenciar o uso do 6leo essencial de
Ocimum gratissimum na industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos. Portanto, nossos
resultados sugerem que o manejo de dgua e nitrogénio em Ocimum gratissimum pode alterar a
qualidade de seu 6leo essencial a ponto de modificar o valor terapéutico e comercial do dleo
essencial nesse vegetal. Por essa razdo, outros estudos da composi¢do quimica do Odleo
essencial em relacdo a fatores ambientais podem fornecer mais informagdes sobre o que

determina sua variabilidade quimica.
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7 CONCLUSOES

Ocimum gratissimum € muito sensivel as deficiéncias de 4gua e nitrogénio, com
uma maior tolerancia a deficiéncia hidrica do que a deficiéncia de nitrogénio em relacdo ao
aparecimento de sintomas visuais nas folhas caracteristicos desses estresses.

Em condig¢des tropicais uma taxa de aplicagdo de dgua acima da capacidade de
campo junto com uma dose de nitrogénio superior as normalmente recomendadas melhora o
crescimento de Ocimum gratissimum e aumenta a produc¢do de seu Oleo essencial com
modificac¢do da via metabdlica.

A mudanca na composic@o quimica do 6leo essencial causada por interagdes entre
a dgua e o nitrogénio amplia as possibilidades de aplicacdes de Ocimum gratissimum pela
industria farmacéutica, cosmética e alimenticia.

O manejo da dgua e do nitrogénio em Ocimum gratissimum Superior as taxas
normalmente recomendadas pode alterar a qualidade de seu 6leo essencial de modo a
modificar seu valor terapéutico e comercial, em fun¢ao da alteracdo quali-quantitativa de seus
componentes quimicos majoritarios com possibilidade de impacto em um eventual produto

desenvolvido a partir dessa matéria-prima vegetal.
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Abstract

Ocimum gratissimum L. (clove basil) is an annual herb of the Lamiaceae family, widely cultivated as a plant
used in cooking and medicine worldwide. There is no information on the visual symptoms of the effects of
greater or lesser water irrigation and nitrogen fertilization on the leaves of this species. There is no information
on the visual symptoms of the effects of greater or lesser water irrigation and nitrogen fertilization (N) on the
leaves of this species. The effects of different water application rates, 60% (Is0), 70% (I70), 80% (Is0), 90% (Ioo),
100% (Li00) and 110% (1110) of field capacity (FC), and nitrogen fertilization, 0 (No), 40 (N2), 80 (N4) and 160 (Ns)
kg of nitrogen/ha, on the leaves of this species were studied. The experiment was carried out for 60 days in a
greenhouse in a completely randomised design with three replicates. Water stress was determinant for the
appearance of leaves with wilted and stains. Symptoms of necrosis, apical necrosis, abscission and chlorosis
were correlated only with N stress. This study suggests that the leaves of Ocimum gratissimum present better
acclimatization with irrigation above the field capacity associated with high dose of N (I;10Ng) and that
satisfactorily support the reduction of up to 70% FC with the use of 40 kg of N/ha in their production without
presenting any visual symptoms.

Keywords: field capacity, nutrient, water stress, fertilization
1. Introduction

Agricultural research and development over the past 50 years has focused primarily on increasing productivity
through increased use of inputs, resulting in environmental costs such as water and soil pollution. This has led to
the pursuit of the development of sustainable production practices to meet the growing demand of quality, locally
produced, regionally specialized and with minimal use of chemical inputs in production to reduce environmental
impact (Stefanelli, Goodwin, & Jones, 2010).

The reduction of water use in horticulture, maintaining the quality and yield of the product contributes to a
reduction of groundwater contamination by excess nutrients, growth regulators, nitrates, pesticides (Agrawal,
Pandey, & Sharma, 2010), but, also, this has become a critical issue, due to the scarcity of this resource in the
world, not only in arid and semi-arid areas as well as in humid regions of the planet (Evans & Sadler, 2008).

Nitrogen is one of the most abundant mineral elements in plant species and is essential for the normal growth
and development of plants, since it is involved in the formation of important molecules and organelles such as
proteins, nucleic acids and chloroplasts (Taiz, Zeiger, Moller, & Murphy, 2014).

There are two distinct sources of N for leaf growth: the N of the uptake and assimilation that is transferred
directly to the growing leaf and the N of the redistribution of organic compounds (recyclable). Nitrogen
fertilization has multiple direct and indirect effects on plant N metabolism. In particular, it modifies the N
content of young leaves, leaf senescence and the dynamics of light distribution within the growing canopies by
increasing N availability directly transferable to leaf growth and by influencing the availability of recyclable N
(Lehmeier, Wild, & Schnyder, 2013).

However, nitrogen fertilization must be carried out in a judicious way due to the various forms of losses of this
nutrient (erosion, leaching and volatilization), which can cause, mainly, water pollution, which makes it
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considered one of the most difficult to be managed, due to the diverse transformations that it undergoes in the
soil (Magsood et al., 2016).

Irrigation management and soil fertility are generally done to fully meet the demand of plants for the purpose of
maximizing production. However, studies have demonstrated that the management should contribute to the
maximum economic yield and not to the maximum productivity of the crop (Perez, 2015; Azevedo, Bomfim,
Nascimento Neto, Viana, & Vasconcelos, 2016; Wang & Xing, 2017). Therefore, fully satisfying the nutrient and
water needs of the crops is not sufficient to achieve higher economic returns, and it is necessary to observe these
indices in order to minimize costs and optimize yield, which are influenced by such factors (Mancosu, Snyder,
Kyriakakis, & Spano, 2015; Moswetsi, Fanadzo, & Ncube, 2017). Thus the adequate supply of water and
nutrients is essential.

Ocimum gratissimum L. (clove basil), a dicotyledonous shrub plant, which belongs to the Lamiaceae family,
have been used in applications in the pharmaceutical, cosmetic and food industries. This plant has several
scientifically proven therapeutic abilities, such as a hypoglycaemic agent (Casanova, Gu, Costa, & Jeppesen,
2017); antioxidant (Hzounda et al., 2016); antifungal (Nguefack et al., 2009); antibacterial (Bonou et al., 2016);
and in treating hepatopathies (Chiu et al., 2014), among others. It is also popularly used in herbal medicine for
treating several diseases, such as upper respiratory tract infection, fever, piles, cough, diarrhoea and pneumonia
(Pandey, 2017).

Despite several studies dealing with the effect of water and nutrient stress on Ocimum gratissimum (Osuagwu,
Edeoga & Osuagwu, 2010; Ormeiio & Fernandez, 2012; Ade-Ademilua, Obi, & Craker, 2013), information
about the influence of multiple and interactive stress factors commonly experienced by plants in the field is
scarce. Moreover, there are no studies on the visual impact of water and nitrogen deficiency on Ocimum
gratissimum leaves. For this reason, the objective of this work was to study the effect of water stress and
different nitrogen doses and their interaction on the development of visual symptoms in leaves of this plant
species.

2. Method
2.1 Installation and Design of the Experiment

The study was carried out in 2016 (September-November) in a greenhouse at Maranhdo State University, S@o
Luis, Brazil (2°30" S and 44°18’ W). While conducting the experiment, the mean greenhouse temperature was
28 °C, with maximum temperature of 33.8 °C and minimum temperature of 24.9 °C. The mean relative humidity
was 71.4%, with the maximum and minimum relative humidity of 77.3% and 68.2%, respectively. The soil in the
study was classified as Ultisol (USDA-NRCS, 1999) and its chemical properties were determined (Carter &
Gregorich, 2008), as follows in Table 1:

Table 1. Chemical properties of the soil used in the experiments

Parameter Unit Value
Ca?* mmolc/dm? 32.0
Mg mmolc/dm? 49.0
K* mmolc/dm? 3.30
AP+ mmolc/dm? 1.00
H* mmolc/dm? 4.00
Na* mmolc/dm? 5.70
SB mmolc/dm? 90.0
CTC mmolc/dm? 95.0
MO mg/dm 20.0
P mg/dm 25.0
Ph (CaCly) 8.30
Na*/CTC %0 6.00
AP*/AP* + SB % 1.10
\'% % 94.7
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2.2 Conduction of the Greenhouse Experiment

The experiment was conducted in plastic pots with a capacity of 10 dm?in a completely randomised design with
three replicates, a 5 x 3 factorial arrangement, which consisted of five water regimes, taking into a account the
percentage of the soil field capacity and three nitrogen doses. The pots were filled uniformly with 10 kg of
sieved and homogenised soil. Four seeds of Ocimum gratissimum were sown in each vase. To ensure satisfactory
development, all plants were fully irrigated until thinning 14 days after sowing, when water application rate and
nitrogen fertilization treatments were initiated by keeping two plants per pot. A total of 60% (Iso), 70% (I70), 80%
(Is0), 90% (Igo) and 100% (1100) of field capacity (FC) was used. The volumetric soil moisture content at the FC
was determined collecting three replicates of soil samples before the planting in volumetric rings with a 100 cm?
capacity. The available water capacity was calculated from the difference of soil mass between -10 kPa (field
capacity) and -1500 kPa (permanent wilting point). The samples were saturated, weighed, placed on a tension
table and equilibrated at -10 kPa (Thomasson, 1978). This volumetric soil moisture content was considered to
100% FC (Ii00). The Iioo treatments were used as controls for adding water at the other water application rate. In
order to maintain soil in different water regimes, all pots were weighed and adjusted daily at the same time each
day. Nitrogen (as urea source) was applied to roots in doses of 0.0, 2.0 and 4.0 g of nitrogen (N) per pot, which
correspond to 0 (Np), 40 (N2) and 80 (N4) kg of N/ha, in four equal fractions at 0, 15, 30 and 45 days after
emergence (DAE). We also evaluated an additional treatment with 110% FC (I110) and 8.0 g of N per pot, which
corresponds to 160 kg of N/ha (Ng). All plants were observed daily up to 60 DAE, when they showed the
greatest vegetative growth (i.e., in the inflorescence). A voucher specimen (MAR-9037) was deposited in the
Herbarium of Maranhdo, Biology Department, Federal University of Maranhdo, Brazil.

2.3 Evaluation of Morphometric Parameters

All plants were observed daily up to 60 DAE. During this period we verified the appearance of possible visual
symptoms and their evolution in Ocimum gratissimum leaves due to water stress and the different levels of
nitrogen fertilization.

2.4 Statistical Analyses

Data were analysed using the R (R Core Team, 2015) and Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011) software. Analysis of
variance (ANOVA) was performed and means were compared using the LSD test at 5% significance level. All
the graphics were done with Sigma Plot 10.0 software (Systat Software, San Jose, CA).

3. Results and Discussion

The leaves of Ocimum gratissimum under water and nitrogen stress showed symptoms of wilting, stains,
abscission, chlorosis, necrosis and apical necrosis (Figures 1A-1C), however without significant relevance on the
appearance of these symptoms in the interaction of these two resources.

The water stress was determinant for the appearance of wilted and stained leaves in Ocimum gratissimum (p <
0.05), showing no statistical relevance for the symptoms of necrosis, apical necrosis, abscision and chlorosis (p >
0.05) (Figure 2).
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Figure 1. Leaves of Ocimum gratissimum L. submitted to treatments I100No (A) with necrosis (long arrow), I;00N2
(B) with chlorosis and apical necrosis (long arrow) and spots (short arrow) and IsoN4 (C) with wilting and spots
(short arrow) due to water stress and nitrogen stress compared to healthy leaves of the I;10Ns treatment (D)
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Figure 2. Visual symptoms of leaves of Ocimum gratissimum L. submitted to different levels of field capacity.
Different letters (lowercase letters for symptoms in each field capacity and uppercase letters for each symptom
between treatments) indicate significant difference at the 5% level by LSD test

Taiz et al. (2014) report that turgor reduction is the most early biophysical significant effect of water stress and,
consequently, leaf expansion and rod development, which depend on turgor, are more sensitive and are the first
perceived effects in a submitted vegetable to this adverse situation. The observation of wilted leaves in Ocimum
gratissimum as the first response to water stress was consistent with this physiological behavior. On the other
hand, abscisic acid produces changes that confer to the vegetable the capacity to maintain the cellular turgor to
support the dehydration (Farooq, Wahid, Kobayashi, Fujita, & Basra, 2009) and according to Kosma et al. (2009)
there is a delay in wilting in plants acclimatized to water stress in comparison with previously unacclimatized
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plants. For Kosma et al. (2009) the induction of cutaneous lipids may be important in this acclimation because it
is associated with reduced permeability to the cuticle, an adaptation that can limit transpiration and delay the
appearance of water stress during prolonged drought. Ocimum gratissimum presented wilted leaves only in Igo
treatment (Figure 1C), which in our study was very close to the permanent wilting point, with satisfactory
acclimation to water reduction up to I7g treatment.

According to a survey by Desprez-Loustau, Marcais, Nageleisen, Piou, and Vannini, (2006) and Oliva, Stenlid,
and Martinez-Vilalta, (2014) the increase of water stress is related to the appearance and increase of the severity
of fungal diseases in plants. In our study, Ocimum gratissimum showed stains on its leaves only in the treatment
at Iso (Figure 1C and Figure 2) and a pathogenic infection may be an explanation for the appearance of these
patches probably due to the decrease of plant defenses by water stress.

Symptoms of necrosis, apical necrosis, abscission and chlorosis were correlated only with nitrogenous variation
(p < 0.05), differing the type of symptom according to the amount of N added. The variation in nitrogen
fertilization was not a relevant factor for the wilting and stain observed in this study (p > 0.05) (Figure 3).
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Figure 3. Visual symptoms of leaves of Ocimum gratissimum L. submitted to different levels of nitrogen
fertilization. Different letters (lowercase letters for symptoms in each nitrogen dose and uppercase letters for
each symptom between treatments) indicate significant difference at the 5% level by LSD test

Ocimum gratissimum was more sensitive to nitrogen variation than to water stress. When comparing treatments
No, N> and Ny, the presence of chlorosis was statistically significant (p < 0.05) only in N treatment (Figure 3).
Chlorosis is an initial symptom typical of N deficiency and this is due to the N is easily redistributed by the plant
of the older and intermediate leaves to the new organs or leaves via phloem, in order to guarantee its growth and
development in the face of the scarcity of this nutrient in the environment (Lima et al., 2015; Maillard et al.,
2015; Viegas et al., 2018).

There was no statistical difference regarding the presence of abscission in Ny and N> treatments, but there were
between these treatments and Ny treatment. The studies of Ren et al. (2011, 2013) have shown that leaf longevity
is reduced by increased water and N availability, isolated and in interaction, mainly by altering the production of
ethylene, an endogenous plant hormone involved in the control of senescence and leaf abscission. On the other
hand, for Sirousmehr, Arbabi, and Asgharipour, (2014) foliar abscission is a long-term adaptation of the
vegetable to the water limitation, which also stimulates the plant’s synthesis and sensitivity to ethylene. However,
the studies by Hanaoka et al. (2002) with the genome of Arabidopsis thaliana found increased senescence with
N deficiency from autophagy regulation, which may explain our results obtained with Ocimum gratissimum.
Autophagy contributes significantly to the efficiency and productivity of nitrogen use of the plant and is
especially necessary during leaf senescence and when plants are grown under low availability of nitrate, as it
contributes to the maintenance of cellular homeostasis, C:N balance and redox metabolism (Masclaux-Daubresse,
2016).

Necrosis and apical necrosis were statistically significant (p < 0.05) only in Ny treatment in relation to N> and N4
treatments (Figure 3). It is believed that these two symptoms occurred due to the use of N of the plant by
pathogens, as there were stains indicative of fungal diseases in Iso treatment, as mentioned previously. Apical leaf
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necrosis is a physiological process related to the dynamics of N in the leaf. According to Van Den Berg et al.
(2007, 2008) pathogens use foliar nutrients and can thus accelerate apical physiological necrosis, and provided
that the benefits of reducing the disease by early apical necrosis outweigh the cost of loss of healthy leaf material,
as in the case of high availability of nutrients, the plant can use necrosis as a defense against some diseases,
because biotrophic pathogens do not grow on necrotic foliar material. Although necrosis symptoms were not
correlated with water stress in our study, Lund, Stall, and Klee, (1998) and Bashan (1994) attributed apical leaf
necrosis to the stimulus in the production of ethylene by infection by pathogens and report that this necrosis can
also occur due to cellular damage induced by the intracellular growth of certain pathogenic species due to water
stress.

Generally, maintaining a soil with moisture above field capacity for long periods, as with I;io treatment, leads to
a decrease in soil aeration because the pores will be filled with water instead of oxygen and water will block
diffusion of gas from the atmosphere to the ground (Chen et al., 2011). This may cause several symptoms in
plants, but the cause of plant damage in soils is often questioned and the literature suggests that it is more related
to the production of toxic substances than the oxygen deficiency in the roots themselves (Morales-Olmedo, Ortiz,
& Sellés, 2015). However, there was no symptom of stress in the I110N8 treatment (Figure 1D), which may
suggest a better acclimatization by the co-limitation between irrigation above field capacity and high nitrogen
dose.

Albarenque, Basso, Caviglia, and Melchiori (2016) used the concept of water—nitrogen co-limitation to explore
maize response to availability of resources. Co-limitation is operationally identified when the output response of
a biological system (e.g. plant or population growth) to two or more inputs is greater than its response to each
factor in isolation. Interactions between water and nitrogen influence processes ranging from the ecosystem to the
molecular level. Water—nitrogen interactions affect crop yield, leaf stoichiometry, photosynthesis, senescence and
root-to-shoot translocation. The hypothesis of Bloom et al. (1985) that plant production is maximised when it is
equally limited by all resources, is reworded in terms of co-limitation and formulated in quantitative terms, i.e.,
for a given intensity of aggregate stress, plant production is proportional to degree of resource co-limitation.

According to Agren, Wetterstedt, and Billberger (2012), co-limitation occur at very strict nutrient ratios
(optimum ratios) and the rate control on growth by one nutrient depends on the rate control by another nutrient
of another process, where two nutrients both limit growth, but because of the multiple limitation of resources, the
co-limitation will always exist and plants should always be driven towards the point of optimum nutrient ratios,
where it is difficult to know whether the optimum is actually a single value or rather a range of ratios and a
consequence of such balancing of resources is a variable root:shoot allocation.

4. Conclusion

There was a correlation between the occurrence of necrosis, apical necrosis, abscision and chlorosis with the
decrease of nitrogen and the stain and wilting with water deficit. Ocimum gratissimum has higher tolerance of to
water stress and its greater sensitivity to nitrogen variation.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ocimum gratissimum L. (clove basil) is a popular medicinal plant with vast potential for use in the pharmaceu-
Field capacity tical, cosmetic and food industries. The effects of different water application rates, 60% (Is0), 70% (I70), 80%
Nutrient (Is0), 90% (Igg), 100% (I100) and 110% (I;;0) of field capacity (FC), and nitrogen fertilization, 0 (Ny), 40 (N5), 80
Leaf

(N4) and 160 (Ng) kg of nitrogen/ha, on growth and essential oil of this species were studied. The experiment
was carried out for 60 days in a greenhouse in a completely randomised design with three replicates. The
isolated volatile constituents were analysed by GC-MS. There was a significant (P < 0.05) effect on the growth
and production of O. gratissimum essential oil for water application rate, nitrogen and the interaction between
these two factors. The maximum values of width (8.3 cm), length (11.5 cm) and number of leaves (301.3), leaf
dry matter (52.5 g/plant), essential oil content (1.58%) and oil yield (82.9 mL/plant) were obtained in the I;,¢Ng
treatment. Twenty compounds were identified in each clove basil essential oils with predominance of phenyl-
propanoids in the I;1oNg treatment and of monoterpenes in the other treatments. A water application rate above
field capacity together with nitrogen doses higher than normally recommended improves plant growth and
increases the production of its essential oil by modifying the metabolic pathway.

Volatile oil
Aromatic compounds

1. Introduction

The essential oils are reported in aromatic plants distributed mainly
in the Mediterranean and tropical countries (Pandey et al., 2014). Es-
sential oils as well as their isolated compounds are widely used in
cosmetic (Sarkic and Stappen, 2018), food and pharmaceutical in-
dustries (Elshafie and Camele, 2017).

The essential oils are complex mixtures of volatile compounds of
low molecular weight, which the constituents fall mainly into two
distinct chemical classes: terpenes and phenylpropanoids (Moghaddam
and Mehdizadeh, 2017). They are produced by various differentiated
structures and are usually stored in the trichomes (glandular hairs),
epidermal cells (conical-papillate cells), ducts (secretory canal) or
cavities (secretory pockets) of plants (Rehman et al., 2016).

Plants collectively produce thousands of essential oils, whose
emission and storage allow plants to withstand numerous abiotic and
biotic stress conditions and to mediate ecological interactions with the
biotic environment (Ormeno and Fernandez, 2012). However, en-
vironmental constraints can limit various physiological and metabolic
responses like solute and antioxidant accumulation and expression of

* Corresponding author.
E-mail address: egmoura@elointernet.com.br (E.G. de Moura).
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stress-specific genes, which interfere with essential oils production
(Ahanger et al., 2017). The amounts of essential oils produced under
stress conditions can be modified, depending on the species and mag-
nitude of the stress (Pradhan et al., 2017).

Under natural conditions, plants rarely experience single abiotic
factors one at a time, but are much more likely to be exposed to mul-
tiple stressors simultaneously (Castro et al., 2017). The influence of
multiple stress factors commonly experienced by plants in field en-
vironments is often interactive. Knowledge of how multiple stressors
affect secondary metabolite accumulation in plants will provide more
information to evaluate the biological roles of these metabolites in
mitigating stress and provide criteria for describing their optimum
yields and quality (Ncube et al., 2012). Hence, this provides a means of
ensuring quality in phytomedicine, which has increased in importance
in tropical regions, not just due to its strength as an alternative therapy,
but also because of the prevalence of neglected diseases in the local
communities (Cheuka et al., 2016).

Ocimum gratissimum L., a dicotyledonous shrub plant, which belongs
to the Lamiaceae family, stands out for the quality, quantity, and che-
mical diversity of the essential oils it produces. These oils have been
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used in applications in the pharmaceutical, cosmetic and food in-
dustries. Some of these essential oil compounds have antibacterial, in-
secticidal and antioxidant properties with high demand on the inter-
national market of the fine perfumery industry (Santos et al., 2016). It is
also popularly used in herbal medicine for treating several diseases,
such as upper respiratory tract infection, fever, piles, cough, diarrhoea
and pneumonia (Pandey, 2017).

Despite several studies dealing with the effect of water and nutrient
stress on O. gratissimum (Osuagwu et al., 2010; Ormeno and Fernandez,
2012; Ade-Ademilua et al., 2013), information about the influence of
multiple and interactive stress factors commonly experienced by plants
in the field is scarce. In these tropical circumstances, with high po-
tential evapotranspiration rate and soils having low contents of organic
matter, crop production is often co-limited by both water and nitrogen
availably and inadequate soil management. Consequently, it is esti-
mated that production may be increased by 45-70% for most crops
following improvements in water and N management and by under-
standing their interactions in affecting crop yield (Sadras et al., 2016).

Available water is defined as the difference between the amount of
water in a soil at field capacity and the amount of water in a soil at a
permanent wilting point (Lopez and Barclay, 2017). Field capacity
corresponds to the highest limit of available water and represents the
moisture of the soil after drainage of the water contained in the mac-
ropores by gravity. This moisture condition favors higher absorption of
water and nutrients by plants and therefore has been recommended as
content to satisfactory plant growth (Clay and Trooien, 2017).

A sufficiently suitable availability of nitrogen can increase the es-
sential oil contents in O. gratissimum due to promotion of terpenoid
emissions by rising electron transport rate and leaf photosynthesis,
which provide ATP requirements and carbon substrate availability for
isoprene synthesis. This is supported by previous studies that reported a
direct relationship between photosynthetic carbon products and ter-
penoid biosynthesis as well as in studies where positive relationships
between leaf or soil nitrogen and terpenoid concentration in leaves has
been found (Ormeno and Fernandez, 2012). According to Chude et al.
(2012) the dose of 90 kg/ha may be recommended for medicinal crops
in tropical conditions.

Although water and nitrogen stress have been reported as the main
cause of low production of essential oil in crops, largely unpredictable
interactions are a fundamental cause of complexity in processes of plant
growth and yield of essential oil when affected by environmental stress
(Mohidin et al., 2015; Alves et al., 2017; Bortolheiro and Silva, 2017;
Fahad et al., 2017; Gong et al., 2018; Khan et al., 2018). This can cause
contradictory results of water and nitrogen stress on essential oil pro-
duction, when treated alone. Implying that the combined effect of
various stresses is more diverse, research efforts aimed at under-
standing this diversity is essential. Therefore, the aim of this work was
to evaluate the combined effect of water and nitrogen on yield and
quality of the essential oil of O. gratissimum in tropical conditions.

2. Materials and methods
2.1. Installation and design of the experiment

The study was carried out in 2016 (September-November) in a
greenhouse at Maranhdo State University, Sao Luis, Brazil (2°30’S and
44°18" W). While conducting the experiment, the mean greenhouse
temperature was 28 °C, with maximum temperature of 33.8°C and
minimum temperature of 24.9°C. The mean relative humidity was
71.4%, with the maximum and minimum relative humidity of 77.3%
and 68.2%, respectively.

The soil in the study was classified as Ultisol (Soil Taxonomy: a basic
system of soil classification for making and interpreting soil surveys,
1999) and its chemical properties were determined (Carter and
Gregorich, 2008), as follows in Table 1.
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Table 1

Chemical properties of the soil used in the experiments.
Parameter Unit Value
Ca%* mmol./dm> 32.0
Mg?* mmol./dm? 49.0
K* mmol./dm? 3.30
AR mmol./dm® 1.00
H* mmol./dm® 4.00
Na* mmol./dm® 5.70
SB mmol./dm? 90.0
CTC mmol./dm® 95.0
MO mg/dm ™3 20.0
P mg/dm ™3 25.0
Ph (CaCly) 8.30
Na*/CTC % 6.00
AP*/APY + SB % 1.10
v % 94.7

2.2. Conduction of the greenhouse experiment

The experiment was conducted in plastic pots with a capacity of
10dm® in a completely randomised design with three replicates, a
5 X 3 factorial arrangement, which consisted of five water regimes,
taking into a account the percentage of the soil field capacity and three
nitrogen doses. The pots were filled uniformly with 10 kg of sieved and
homogenised soil. Four seeds of O. gratissimum were sown in each vase.
To ensure satisfactory development, all plants were fully irrigated until
thinning 14 days after sowing, when water application rate and ni-
trogen fertilization treatments were initiated by keeping two plants per
pot. A total of 60% (Iso), 70% (I70), 80% (Igo), 90% (Ig0) and 100%
(I100) of field capacity (FC) was used. The volumetric soil moisture
content at the FC was determined collecting three replicates of soil
samples before the planting in volumetric rings with a 100-cm® capa-
city. The samples were saturated, weighed, placed on a tension table
and equilibrated at —10kPa (Thomasson, 1978). This volumetric soil
moisture content was considered to 100% FC (I,¢0). The I treatments
were used as controls for adding water at the other water application
rate. In order to maintain soil in different water regimes, all pots were
weighed and adjusted daily at the same time each day. Nitrogen (as
urea source) was applied to roots in doses of 0.0, 2.0 and 4.0 g of ni-
trogen (N) per pot, which correspond to 0 (Nj), 40 (N5) and 80 (N,4) kg
of N/ha, in four equal fractions at 0, 15, 30 and 45 days after emergence
(DAE). We also evaluated an additional treatment with 110% FC (I10)
and 8.0 g of N per pot, which corresponds to 160 kg of N/ha (Ng). All
plants were harvested between 12:00 a.m. and 2:00 p.m. at 60 DAE,
when they showed the highest vegetative growth, that is, in the in-
florescence. A voucher specimen (MAR-9037) was deposited in the
Herbarium of Maranhao, Biology Department, Federal University of
Maranhao, Brazil.

2.3. Evaluation of morphometric parameters

For the morphometric analyses, the following parameters were
considered: leaf size (length and width), number of leaves and dry mass
of leaves per plant. All determined during the harvest period at 60 DAE.
The length and width of the leaves were measured in the middle third of
the largest leaves of each plant by means of a ruler graduated in cen-
timetres. The dry mass of the leaves per plant, expressed in grams per
plant, was established by weighing after drying all the leaves of the
greenhouse plant with air circulation at 40 °C until constant weight.

2.4. Essential oil isolation

All fresh leaves were oven dried at 40 °C until constant weight,
crushed and then subjected to hydrodistillation for three hours using a
Clevenger-type apparatus, according to the method described in the
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Brazilian Pharmacopoeia (Anvisa, 2010). The essential oils obtained
were dried with anhydrous sodium sulphate (Merck Chemical Co.,
Germany) and stored in amber flasks at —4 °C until chemical analysis.
The content and yield of the essential oils were determined according to
Coutinho et al. (2007).

2.5. Chemical analysis of essential oils

The chemical analyses were performed on a Shimadzu GC-17 A gas
chromatograph GCMS-QP5050 A coupled with an HP5972 mass spec-
trometer and equipped with BPX5 column (5% phenyl poly-
silphenylene-siloxane, 30 m x 0.25 mm id, 0.25 pm film thickness) using
gas helium as entrainment gas at the flow rate of 2.7 mL/min. The
temperature was set to remain at 50°C. The injector and detector
temperatures were 280 °CA total of 1l aliquot was injected in ethyl
acetate, with a 150 kPa column pressure, linear velocity of 59.1, with
total entrainment flow of 30 mL/min and scan mode 0.5s.

2.6. Identification of components in essential oil extracts

The components of the essential oils were identified by comparing
their mass spectra and retention indices (RI) with those of authentic
substances in a reference computer library (NIST, 2005; Adams, 2007).
The relative percentage of components was calculated using the peak
area of each substance in the chromatogram.

2.7. Statistical analyses

Data were analysed using the R (R R Core Team, 2015) and Sisvar
5.6 (Ferreira, 2011) software. Analysis of variance (ANOVA) was per-
formed and means were compared using the LSD test at 5% significance
level. The Principal Components Analysis (PCA) was performed by R (R
R Core Team, 2015) to investigate the similarities between the com-
ponents of essential oils of treatments. All the graphics were done with
Sigma Plot 10.0 software (Systat Software, San Jose, CA).

3. Results
3.1. Morphometric parameters and essential oil production

There was a significant (P < 0.05) effect on the morphometric
parameters and production of essential oil for water and nitrogen ap-
plication rate and on the interaction between these two factors.

The effect of different water application rates and nitrogen fertili-
zation in the width and length of leaf and in number of leaves are
shown in Tables S1 and S2 of Supplementary Material. The width and
length of leaves, for Ny and N, there were no differences between I,
I, and Igp, but in I; oo they were greater than in those treatments. In the
dose Ny, in Igo and I, the width and length of leaves also were higher
than in Igg, I and Igo (P < 0.05). For number of leaves I, as well as
I100 were higher than the treatments with less water in all doses of
nitrogen (Table S1). Differences in the width and length of leaves for
nitrogen doses were found out only in Iy, when in N, they were greater
than Ny and N,. In addition, the number of leaves was greater for N, in
Ioo and T100 (Table S2).

However, the main effects were noted for dry mass and production
of essential oil (Figs. 1 and 2). The dry mass of leaves was affected by
the water application rate in all doses of nitrogen, such as
Ieo < Iyo < Igg < Igg < I;go. There was a considerable reduction in the
content and yield of essential oil in the treatment I, for all nitrogen
doses, to the point of being impossible to quantify the yield. Among
other treatments, lower content of oil was achieved by I,, water ap-
plication rate for the nitrogen doses N, and N4 (P < 0.05). In Ny, the
oil content decreased with the increase of the water application rate
and of the dry matter of leaves, such as in Io it was greater than in Igg,
Igo and I;00; however this effect did not produce differences in yield of
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Fig. 1. Effect of different water application rate on each dose of nitrogen in the
morphometric parameters and in production of essential oil of Ocimum gra-
tissimum L. Horizontal lines at the top of the bars indicate standard error.
Different lowercase letters indicate significant differences (P < 0.05) for dif-
ferent Field Capacity (I) inside dose of Nitrogen (N) without additional treat-
ment of I;;0Ng. Different uppercase letters indicate significant differences
(P < 0.05) for different Field Capacity (I) inside dose of Nitrogen (N) with
additional treatment of I;,oNg. nd = not determined.

oil. In contrast, in N, and N, content of oil was lower in I, than in these
other treatments. In the same way, except for Ny, yield of oil was in-
creased by water application, such that it was greater in Igo and ;oo
than in I and Igo, without differences between them (Fig. 1).

The dry mass of leaves was affected by the nitrogen doses in all
water application rates, as follows: Ng < N, < N4 The content and
yield of oil also were increased by nitrogen dose in Ig, Igo and I;go. In
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Fig. 2. Effect of different nitrogen doses at each water application rate on
morphometric parameters and production of essential oil of Ocimum gratissimum
L. Horizontal lines at the top of the bars indicate standard error. Different
lowercase letters indicate significant differences (P < 0.05) for different dose
of Nitrogen (N) inside Field Capacity (I) without additional treatment of I;1oNg.
Different uppercase letters indicate significant differences (P < 0.05) for dif-
ferent dose of Nitrogen (N) inside Field Capacity (I) with additional treatment
of I;,0Ng. nd = not determined.

these treatments N, was lower than N, and N4, which did not differ
between them. Both, morphometric parameters, dry mass of leaves and
content of oil was very high in I,,(,Ng As such, this yield oil was almost
double in this treatment than in the other treatments (IggN4, I;0oN» and
L100N4) (Fig. 2).
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3.2. Chemical composition of essential oil

Twenty compounds (99.99%) were identified in essential oils in
each treatment. There were differences in the chemical composition of
O. gratissimum essential oil between treatments submitted to different
rates of water application and nitrogen fertilization (Table 2). There
were huge differences for methyleugenol content between I;7oNg
(70.37%) compared to other treatments (< 2.0%). Other remarkable
differences were B-caryophyllene (6.51% to trace) and o-cymene
(4.48% to trace). On the other hand, other components were lower in
I;10Ng as linalool (> 29.65% to trace), 1.8-cineole (> 17.88% to
1.44%) and a-bergamotene (> 8.32% to trace). In the treatments [;;oNg
phenylpropanoids compounds predominated (70.37%), while under
other treatment, monoterpenes be most prominent (> 61.78%).

According to principal component analysis (PCA), the first principal
component (methyleugenol) represented 79.5% of the total variance for
the different water application rates and nitrogen fertilization between
I;10Ng and other treatments, while the second principal componente
(linalool) represented only 8.6% (Fig. 3(a) and (b)).

The score plot showed the I;10Ng treatment had a very different
distribution of the other treatments in which its constituents were
formed by phenylpropanoid (methyleugenol), monoterpenes (y-terpi-
nene and o-cymene) and sesquiterpenes (a-bergamotene, [-car-
yophyllene, f-selinene, isocaryophyllene and humulene) without cor-
relation with the other treatments (Fig. 3(a) and (b)). However, in the
other treatments there were two clusters with similarity: cluster 1: with
positive correlation with methyleugenol (fist component): IggNo, IgoNo,
IgoNy4, IooNp and I;09Ng; cluster 2: with positive correlation with me-
thyleugenol (fist component) and linalool (second componente): I,oN,
I;0No, I;0N4, IooNo, IgoNy4, I100N2 and I;00N4 (Fig. 3a). The analysis of
the distribution of the chemical compounds by PCA indicate also which
in the cluster 1 is a combination of the phenylpropanoid (eugenol),
monoterpene (d-limonene), ester (eugenyl acetate) and sesquiterpenes
(a-bergamotene, S-cedrene, t-cadinol and y-cadinene and fS-elemene);
while the cluster 2 is composed of monoterpenes (1.8-cineole, S-pinene,
a-terpineol, sabinene and linalool) and esters (octyl acetate and bornyl
acetate) (Fig. 3(b)).

In the analysis the distribution of the treatments without I;10Ng
treatment by PCA, the first (linalool) and second principal (1.8-cineole)
component represented, respectively, 42.5% and 14.72% of the total
variance for the different water application rates and nitrogen fertili-
zation (Fig. 4(a) and (b)).

In the other PCA done without I,,(Ng treatment there were four
clusters of cooperating: cluster 1: with positive correlation with linalool
(fist component) between I,oNy4, IooNo, Ig9oN2, IooN4 and I;ooNy; cluster
2: with positive correlation with 1.8-cineole (second component) be-
tween IggN,4 and I;ooNy; cluster 3: with positive correlation with linalool
and 1.8-cineole between IoNy, I;0N5 and I;0oN»; cluster 4: with nega-
tive correlation with linalool and 1.8-cineole between IgoN, and IgoN,
(Fig. 4(a)). The results obtained from the PCA for the chemical con-
stituents showed also that: cluster 1 is formad by monoterpenes (lina-
lool and sabinene) and ester (octyl acetate); cluster 2 is composed of
sesquiterpenes (B-cedrene and a-bergamotene) and ester (bornyl
acetate); cluster 3 consist in monoterpenes (S-pinene, a-terpineol and
1.8-cineole); cluster 4 is the arrangement of monoterpene (d-limonene),
phenylpropanoid (eugenol), ester (eugenyl acetate) and sesquiterpenes
(B-elemene, t-cadinol and y-cadinene) (Fig. 4(b)).

The increase of the N dose influenced the chemical composition in
all treatments independent of the rate of application of water, with a
lower impact on the treatment Ioy, in which there was similarity of
composition between the doses of N (Fig. 4(a)).

In the treatments under drought stress, a discrete interaction be-
tween the water stress and increase of the concentration of N in relation
to the greater synthesis of monoterpenes was observed (Fig. 4(a) and

(b))
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Fig. 3. Distribution of the treatments (a) and chemical constituents (b) of the
essential oil of O. gratissimum L. in relation to the two principal components
through analysis of the principal component analysis (PCA) for different water
application rates and nitrogen fertilization with additional treatment of 110%
field capacity and 160 kg of N/ha (I;10Ng). Projection of the average contents of
the essential oil compounds onto the first two principal axes (+ and - indicate
positive and negative correlations with axes, respectively). Numbers re-
presented in the plain correspond to those compounds reported in Table 2.

4. Discussion
4.1. Morphometric parameters and essential oil production

We evaluated the effect of different water application rates and
nitrogen fertilization on the Ocimum gratissimum growth and on the
production of essential oil (EO) from its leaves.

Results of morphometric parameters showed high sensitivity of O.
gratissimum to soil water deficit in tropical conditions. Larger leaves and
a higher number of leaves were produced with soil moisture nearest to
field capacity. Leaf growth and leaf appearance rate are much more
sensitive to water stress than photosynthesis and transpiration (Tardieu,
2013). The I;go treatment produced almost a 50% higher number of
larger leaves for dose of nitrogen N, than the treatments with lower rate
water application. It is worth highlighting that this difference was much
narrower in the Ny and N, doses (Table S1).

The reduction in leaf area and plant growth is considered an early
response to water deficit, since it allows the plant to reduce its tran-
spiration, thus increasing water use efficiency (Basu et al., 2016; Fathi
and Tari, 2016). Therefore, it is believed that the decrease of the leaf
area of O. gratissimum under water stress observed in our study (I¢o and

Industrial Crops & Products 125 (2018) 186-197

(a)

0.5

-T100N2, .
.- Group 3

PCA2 (14.72%)
0.0

-0.5

~

Group 4 h

-1.0

T
-1.0

PCA1 (42.5%)

(b)

0.5

0.0

PCA2 (14.72%)

-0.5

Sesquiterpenes Group 1
T T

-1.0

-1.0

o
=}

0.5
PCA1 (42.5%)

Fig. 4. Distribution of the treatments (a) and chemical constituents (b) of the
essential oil of O. gratissimum L. in relation to the two principal components
through analysis of the principal component analysis (PCA) for different water
application rates and nitrogen fertilization without additional treatment of
110% field capacity and 160 kg of N/ha (I;10Ng). Projection of the average
contents of the essential oil compounds onto the first two principal axes (+ and
- indicate positive and negative correlations with axes, respectively). Numbers
represented in the plain correspond to those compounds reported in Table 2.

I;0 treatments) is primarily due to the reduction of the cellular elon-
gation. Water reduction limits plant cell elongation by reducing cell
turgor, which depends on water and osmotic pressure (Feng et al.,
2016). In turn, the large differences in number of leaves can be ex-
plained by the increased rate and duration of leaf appearance in I;go
and I, as well as, by a more accelerated abscission process in treat-
ments with lower rate water application. The leaf appearance rate is
usually calculated from the quotient of the number of leaves produced
from sowing until flowering and the time elapsed between these events.
Leaf appearance rate can be slowed or even inhibited by water stress
(Martinez-Eixarch et al., 2013; Davidson et al., 2017).

In turn, water stress situation increases production of plant ethylene
and abscisic acid (Salazar et al., 2015; Joshi et al., 2018), which are
hormone activators of foliar abscission (Zhao et al., 2016; Igbal et al.,
2017). The concentration of these hormones determines a plant's ability
to decrease transpiration as a way to slow the symptoms of dehydration
(Yang et al., 2014; Zhao et al., 2016).

Together, larger size and a greater number of the leaves resulted in
differences of dry matter of leaves in any level of water rate application
(Table S1 and Fig. 1). Water stress reduces dry matter yield primarily by
leaf area development and the consequent effect on accumulated leaf
number. Leaf area growth determines the light interception capacity of
a crop and is often used as a surrogate for plant growth in high-
throughput phenotyping systems (Weraduwage et al., 2015). The re-
lationship between leaf area growth and growth in terms of mass will
depend on how carbon is partitioned among new leaf and of the tran-
spiration rate, stomatal conductance, and leaf nitrogen content. Both,
transpiration rate and stomatal conductance are dependent on soil
water content (Wang et al., 2012; Weraduwage et al., 2015)
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Our results also showed high sensitivity of O. gratissimum to ni-
trogen application to increase dry matter of leaves, in all soil water
level application used (Fig. 2). Increased N supply can lead to higher
leaf N concentrations, which promote higher photosynthetic rates and
radiation use efficiency (Chen et al., 2016; Shi et al., 2016; Khan et al.,
2017). Therefore, nitrogen is a key factor regulating photosynthetic
responses to soil water application because it is a major component of
rubisco and other photosynthetic enzymes and structures (Sun et al.,
2016; Zhong et al., 2017).

Elevated concentrations of N in leaves and soil water have sy-
nergistic effects on photosynthesis and biomass production (Kim et al.,
2008; Dinh et al., 2017). Low N supply, on the other hand, can decrease
or even eliminate the positive effect of soil water (Wang et al., 2012).
The difference in leaf dry matter between Nyl 9o and Ngly;¢ of 40%
(37.5-52.5 g/plant) suggest that in tropical conditions the response of
O. gratissimum to elevated level of water and nitrogen to production of
leaf biomass demand application of these inputs in a dosage greater
than the commonly recommended.

Generally, in water stress conditions the reduction of the dry mass
correlates with the increase of the values of content and yield of the EO
(Emami Bistgani et al., 2017). However, this issue is controversial, al-
though several authors have reported increased production of EO with
reduced dry mass by soil water reduction (Baher et al., 2002; Ozturk
et al., 2004; Bahreininejad et al., 2014; Anderson et al., 2016), some
researchers have associated the reduction of the content and the yield
of EO with the reduction of the dry mass as a function of the water
reduction (Letchamo et al., 1994; Fiasu et al., 2008; Azizi et al., 2009;
Askary et al., 2018).

With respect to N, increasing the dose of N may increase the pro-
duction of EO (Said-Al Ahl et al., 2009; Singh et al., 2016), as well as
decrease it (Azizi et al., 2009). In addition, in the studies of Arabaci and
Bayram (2004) and Afkari (2016) with O. basilicum (sweet basil), the
highest production of EO was obtained in treatments lacking N. Our
results show that oil content increases with water stress and decreases
in dry matter only when in nitrogen stress conditions (Fig. 2). When
some nitrogen dose was applied, interactions between water and ni-
trogen increased content and yield of EO drastically in such a way that
there was 74% difference in EO yield between N4I;o9 and Ngly10. This
difference can be accounted for by variation in the number and dry
matter of leaves, and in EO oil content. In our study, results of this
interaction can be verified comparing the NI;¢¢ treatment with NIy
(nitrogen stressed) or with Ny4lI,o (water stressed) in our study. Nitrogen
applications generally increase EO content and yield in aromatic plants
by enhancing the amount of biomass yields per unit area, leaf area
development and photosynthetic rate (Askary et al., 2018).

An important feature of multiple stressors is that their effects are
frequently non-additive. Albarenque et al. (2016) used the concept of
water—nitrogen co-limitation to explore maize response to availability
of resources. Co-limitation is operationally identified when the output
response of a biological system (e.g. plant or population growth) to two
or more inputs is greater than its response to each factor in isolation.
Interactions between water and nitrogen influence processes ranging
from the ecosystem to the molecular level. Water-nitrogen interactions
affect crop yield, leaf stoichiometry, photosynthesis, senescence and
root-to-shoot translocation. The hypothesis of Bloom et al. (1985) that
plant production is maximised when it is equally limited by all re-
sources, is reworded in terms of co-limitation and formulated in
quantitative terms, i.e., for a given intensity of aggregate stress, plant
production is proportional to degree of resource co-limitation.

4.2. Chemical composition of essential oil

It is known that abiotic factors, such as water and nutritional stress,
have the potential to induce physiological changes in plants with me-
tabolic pathway modifications (Olivoto et al., 2017). The reduction in
water application rates and in nitrogen fertilization caused relative
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abundance changes in the EO composition, but the chemotype was
maintained and the main compounds were the same. However, the
I;10Ng treatment caused a chemotype switch in the EO and relevant
differences in the overall composition, with an increment of the relative
abundance of phenylpropanoids, coupled with a relevant decrement in
the abundance of monoterpenes.

There was a marked divergence of the chemical composition be-
tween the treatment I;;oNg, which presented methyleugenol as the
major component (70.37%), followed by f3-caryophyllene (6.51%) and
o-cymene (4.48%) and in the other treatments, in which linalool (29.65
to 37.03%), 1.8-cineole (17.88 to 25.22%) and a-bergamotene (8.32 to
12.65%) predominated as the major components. Methyleugenol is a
phenylpropanoid, originating via shikimate in cytosol (Tan and
Nishida, 2012), while o-cymene, linalool and 1.8-cineole are mono-
terpenes, originating from mevalonate in cytosol and methylerythritol-
phosphate in plastids (Karuppiah et al., 2017). p-Caryophyllene and a-
bergamotene are sesquiterpenes synthesized by farnesyl diphosphate,
generally in the cytosol (Palmer-Young et al., 2015). The qualitative
alteration of the chemical composition of EO occurred in treatment I;14
resulted, therefore, of the a modification of the metabolic pathway.

There are three possible hypothesis for the alteration in the che-
mical composition of the EO of I;19Ng, especially in relation to me-
thyleugenol. First, the light during harvested influenced the synthesis of
the methyleugenol. Second, the activity of phenylpropanoid biosynth-
esis regulating enzymes, such as phenylalanine ammonia-lyase (PAL)
and eugenol O-methyltransferase (EOMT), may have been stimulated
by stress. Third, there was biochemically dependent co-limitation by
both water and nitrogen.

Such a drastic change was also observed by de Vasconcelos Silva
et al. (1999) who analysed the chemical variation during daytime of
constituents of EO of O. gratissimum leaves. In this study, the con-
siderable variation was observed in the eugenol yield, with 98%, in the
EO extracted from leaves harvested at 12.00 a.m. and 11% in the EO
extracted from leaves harvested at 05.00 p.m., while 1.8-cineole, the
second major component, showed an abnormal variation from zero at
12.00 a.m. until 75.5% at 05.00 p.m. In our study, the leaves were
harvested between 10:00 a.m. and 12:00 a.m., initiating from the I¢cNg
treatment and ending with the I;;0Ng treatment. At 10:00 a.m. de
Vasconcelos Silva et al. (1999) reported increased of linalool and 1.8-
cineole and at 11:00 a.m. the reasearchers cited increased of eugenol,
decreased of 1.8-cinelole and absence of linalool, similars ours results
with I;;(Ng treatment.

Different wavelengths on plant could be modulate the compounds
present in the EO. Ascrizzi et al. (2018) in the investigation of the
influence of red light on the chemical composition of the EO of Petro-
selinum crispum (parsley) too reported a switch in the chemotype from
myristicin, a phenylpropanoid, of the control sample to (E,E)-a-farne-
sene, a sesquiterpene, of the end of the day monochromatic red
(660 nm) treatment.

In addition, the activity of phenylpropanoid biosynthesis regulating
enzymes, such as PAL, may have contributed to this biosynthetic
pathway change. The enzyme PAL is sensitive to environmental stimuli
and is the first key enzyme in the metabolism of phenylpropanoids,
responsible for catalysing the deamination of phenylalanine (aromatic
amino acid derived from the shikimate pathway) in cinnamic acid
(Payyavula et al., 2012). As in more irrigated regimes there is an in-
tense increase in the activity of PAL (Machado et al., 2013; Wang et al.,
2014), it is believed that the greater water application rate in the I;,oNg
treatment may have altered the levels of PAL, which provoked an in-
crease of phenylpropanoids.

Besides PAL, cinnamate 4-hydroxylase (C4H), coniferyl alcohol
acyltransferase (CFAT), eugenol synthase (EGS) and eugenol O-me-
thyltransferase (EOMT) are also important in the phenylpropanoids
pathway, especialy in synthasis of methyleugenol. C4H utilize cinnamic
acid as substrate to produce courmaric acid, intermediate of the con-
iferyl alcohol (Hirata et al., 2016). Coniferyl alcohol is monolignol
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alcohol intermediate of the lignin biosynthetic pathway and serve as
the precursor for phenylpropanoid biosynthesis. This alcohol is first
converted to acetate by CFAT. The reductive elimination of the acetate
moiety, which is catalyzed by EGS or by isoeugenol synthase (IGS)
yields the propenyl side chain (Anand et al., 2016). Eugenol and iso-
eugenol have the same precursor: coniferyl acetate. The coniferyl
acetate may to produce isoeugenol by IGS or it may to form eugenol by
EGS. Methylation of eugenol and isoeugenol at the para —OH group of
the phenyl ring is catalyzed by EOMT and isoeugenol O-methyl trans-
ferase (IOMT) to form their methyl ether derivatives, methyleugenol
and methylisoeugenol, respectively (Anand et al., 2016; Hirata et al.,
2016). EGS also utilizes coumaryl acetate as substrate to produce cha-
vicol. However, chavicol did not synthesized by O. gratissimum in our
treatments in conform by Hirata et al. (2016), which demonstrated that
coniferyl acetate is the preferred substrate over coumaryl acetate by
EGS in Ocimum species.

Thus, considering that there was no production of chavicol, iso-
eugenol and methylisoeugenol in I;10Ng, our hypothesis is that there
was also stimulation of EOMT, in addition to PAL, in this treatment. The
O-methyltransferases, as OEMT, constitute a large family of enzymes
that methylate the oxygen atom of a variety of secondary metabolites
including phenylpropanoids and this O-methylation plays a key role in
stress tolerance (Lam et al., 2007). This may lead also to the hypothesis
that the other treatments with déficit water and low dose of nitrogen
were perceived as a less stressful environment by O. gratissimum and,
consequently, PAL and EOMT enzymes were less induced and the
phenylpropanoids were minor synthesized in these treatments, as can
be observed by PCA analysis (Fig. 3(b)), in which cluster 2 (I;oNy, I7oNo,
I70N4, IgoNg, 190N4, 1100N2 and 1100N4) did not show correlation with
phenylpropanoids.

Nitrogen applied at an increased rate can also modify the chemical
composition of EO, as was can be observed by PCA analysis that re-
vealed the chemical variability in relation to the increase of the dose of
N (Fig. 4). Nitrate (NO3~) and ammonium (NH,") are two major in-
organic N forms for plants in soils. Due to various factors (e.g., root
interference, soil moisture and soil microorganisms), the reciprocal
transformation between ammonium and nitrate is very common in
soils. Thus, roots are always ready to absorb both forms of nitrogen in
soils (Ruan et al., 2016). Nitrogen uptake and use by plants are de-
pendent, among others, on the type of fertilizer (nitrogen form) and its
amount (nitrogen rate). The response of plants to different nitrogen
forms depends on the concentration of NH4;* and NO;~ ions in the
nutritional environment, whereas the excess uptake of NH," ions
causes disturbances in plant metabolism leading even to poisoning
(Nurzynska-Wierdak, 2013).

Kong et al. (2017), for exemple, showed in their study with Triticum
aestivum (wheat),

that excess nitrogen altered the secondary metabolism vegetable in
such a way that there were 99 different metabolites between the
treatments with normal and excessive nitrogen fertilization. Nurzyriska-
Wierdak and Borowski, 2011in their research with O. basilicum also
reported an increase of methyleugenol and decrease of eugenol with
higher doses of N, similar by ours findings. Perhaps O. gratissimum in
our study also considered the dose of 160 kg of N/ha a more stressful
factor than the other doses of N and this stress along with water ap-
plication rate above field capacity have contributed to the higher pro-
duction of phenylpropanoids according to with the biochemically de-
pendent co-limitation theory.

The concept of water and N co-limitation has been used to describe
how these competing resources are allocated during growth, it has been
proposed that growth is optimum when water and N are equally lim-
iting (Riar et al., 2016), in our research, O. gratissimum also showed
higher leaf growth in the I;10Ng (Figs. 1 and 2), which reinforces this
hypothesis of co-limitation. In I;19Ng the N dose and the water appli-
cation rate suggest a synergistic relationships between nitrogen and
water on the production of phenylpropanoids by co-limitation.
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According to Agren et al. (2012), co-limitation occur at very strict
nutrient ratios (optimum ratios) and the rate control on growth by one
nutrient depends on the rate control by another nutrient of another
process, where two nutrients both limit growth, but because of the
multiple limitation of resources, the co-limitation will always exist and
plants should always be driven towards the point of optimum nutrient
ratios, where it is difficult to know whether the optimum is actually a
single value or rather a range of ratios and a consequence of such
balancing of resources is a variable root:shoot allocation. In addition,
emerging evidence highlights the importance of microbial and fungal
endophytes in the tissues of large terrestrial higher plants (Bracken
et al., 2015). The fungal endophytes can also decline the diversity of
root-associated bacteria with higher soil moisture, whereas in its ab-
sence, bacterial diversity increases with higher soil moisture (Bell-
Dereske et al., 2017). However, their effects (like increase of con-
centration of N in shoots and roots) generally dependes on water supply
(Bowles et al., 2018).

This can explain the divergence of our results in relation to the
studies of Hazzoumi et al. (2015). These researchers reported that the
mycorrhization decrease phenolic compounds (like phenylpropanoids)
in O. gratissimum under drought stress and increase the yield of EO,
regardless of the water status of the plant (stressed or not), what de-
monstrates the improvement of the plant and its better acclimatization
to the stress when in symbiosis with arbuscular mycorrhizal fungi.
However, in our study, although in treatments with greater drought
stress has occurred decrease in phenolic compounds (Figs. 3 and 4), in
these treatments there was no increase in essential oil content and
improvement in plant growth, such as in I ;oNg treatment (which
showed better acclimatization with the higher yield of EO and major
plant growth in relation the all treatments) (Tables S1-S2 and Figs. 1
and 2).

The recommended doses of N varies between species of Ocimum: for
O. basilicum the fertilization rate is 40-120 kg of N/ha, but the optimum
fertilizer dose recommended for O. sanctum is 120 kg of N/ha (Smitha
et al., 2014). Our results (Figs. 1 and 2) indicate that the 160 kg dose of
N/ha is the optimum fertilizer dose recommended for crop of O. gra-
tissimum and show that O. gratissimum support N doses possibly con-
sidered toxic by other species, probably due to synergistic interactions
between multiple limiting resources like water, N and microbial and
fungal endophytes (i.e., co-limitation).

The phenomenon of co-limitation also explanation the relative
balance between the constituents and their amounts in the other
treatments, demonstrating that plants created a dynamic equilibrium
where all resources were equally limiting to growth in accordance by
hypothesis of Bloom et al. (1985).

The results obtained from PCA analysis revealed the existence of
chemical variability in the other treatments with different déficit water
and nitrogen fertilization (Fig. 4(a) and (b)). The increased production
of 1.8-cineole (I,gN4, IggN,4 and IggN5) and linalool (I,oNy4, IggNs, IgoN5
and I;oN,4) with increasing N dose (Table 2) were respectively similar
to that reported by Zheljazkov et al. (2008) and Taie et al. (2010), in
their studies with O. basilicum. The decrease of eugenol with increasing
N dose (IgoNy4, IooN2 and I;¢oN,4) was also obtained with O. basilicum by
Nurzynska-Wierdak and Borowski (2011). The EO can also undergo
qualitative changes in their chemical composition due to drought stress
(Bettaieb et al., 2009). However, generally, this stress by causes only
quantitative changes in the major components of EO (Laribi et al.,
2009; Caser et al., 2016; Maatallah et al., 2016; Mckiernan et al., 2016),
such as in our results.

Concerning the terpenoids, monoterpenes and sesquiterpenes are
derived from the condensation of isopentenyl diphosphate (IPP) and its
allylic isomer, dimethylallyl diphosphate (DMAPP). Condensation of
one DMAPP and two IPP molecules catalyzed by farnesyl diphosphate
synthase (FPPS) leads to the formation of farnesyl diphosphate (FPP) in
the cytosol whereas the condensation of one DMAPP and one IPP cat-
alyzed by geranyl diphosphate synthase (GPPS) leads to the formation
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of geranyl diphosphate (GPP) in the plastid. GPP and FPP are substrates
of terpene synthases for the synthesis of mono- and sesquiterpenes re-
spectively (Despinasse et al., 2017).

According to Prieto et al. (2011) limonene is used as a substrate for
the synthesis of terpene derivatives and can be biotransformed into
oxygenated monoterpenes, such as a-terpineol and linalool (that may
be formed through terpineol), which are monoterpenoids that have a
significantly higher added value than limonene. The correlation be-
tween a-terpineol and linalool was verified in cluster 2 by PCA analysis
(Fig. 3) and in the treatment I;10Ng in which the absence of these three
compounds was contacted (Table 2). In addition, 1.8-cineole (also
known as eucalyptol) can to result by a cyclization reaction from a-
terpineol (Piechulla et al., 2016), which can to explain its production in
the treatments, except in I;;90Ng, where microbial and fungal en-
dophytes can have been the responsible for 1.8-cineole biosynthesis.
The PCA analysis showed the correlation between 1.8-cineole and a-
terpineol in cluster 3 formed by I,0Ng, I;0N, and I;9oN» treatments and
according to Shaw et al. (2015), endophytic fungi synthesize an
abundance of terpenes including 1.8-cineole and the mutagenesis of
this terpene synthase produce an active site asparagine critical for
water capture and specificity during cineole synthesis, the same me-
chanism used in plants.

In relation to the other major components of the I;1oNg treatment, o-
cymene is a monoterpene and fS-caryophyllene is sesquiterpene, and
both terpenes did no to produce in other treatments. The formation of o-
cymene in I;,oNg probably occurred from the oxidation of a-pinene in
air by the atmospheric oxidants OH, O3 and NOj5 similarity obtained by
Gratien et al. (2011) in their studies with p-cymene, while the higher N
dose and the higher water application rate promoted the activation of
the enzyme f-caryophyllene synthase resulting in the production of f3-
caryophyllene only in I;19Ng. In the other treatments, S-caryophyllene
was replaced by another sesquiterpene, a-bergamotene, which have the
same FPP precursor. This reflects the preference of FPP for f-car-
yophyllene synthase over a-bergamotene synthase in I;;90Ng. The our
findings are in accordance with studies by Ardanuy et al. (2017), which
a higher concentration of S-caryophyllene was detected in plants under
higher nitrogen.

The PCA analysis revealed the similarity between I;,0Ng, IgoNo and
IgoN, treatments in relation to the classes of compounds: all three
treatments had a correlation with monoterpenes, sesquiterpenes and
phenylpropanoids (Figs. 3 and 4). Among the terpenes, monoterpene
hydrocarbons have been show to ameliorate abiotic stress in a number
of plant species via two proposed mechanisms: membrane stabilization
and direct antioxidant effects. While sesquiterpene hydrocarbons not
only share the structural properties thought to lend protective qualities
to monoterpene hydrocarbons, but also react rapidly with ozone, sug-
gesting that sesquiterpenes may similarly enhance tolerance of abiotic
stresses (Palmer-Young et al., 2015).

O. gratissimum has several scientifically proven therapeutic abilities,
such as a hypoglycaemic agent (Casanova et al., 2014, 2017); anti-
oxidant (Hzounda et al., 2016); antifungal (Nguefack et al., 2009);
antibacterial (Saha et al., 2013); and in treating hepatopathies (Chiu
et al., 2014), among others. Considering only the main component of
I;10Ng (methyleugenol) and the two major components of the other
treatments (linalool and 1.8-cineole), this change in the metabolic
pathway and in the chemical composition, as well as the increase in
content and yield of EO occurred in the I;;9Ng treatment, can impact
the quality, efficacy and safety of a possible final product developed
from O. gratissimum.

Methyleugenol is a compound with antiallergic, antianafiltic, anti-
nociceptive, and anti-inflammatory effects (Tang et al., 2015), has
trypanocidal action in vitro (Giongo et al., 2017) and reduces cerebral
ischemic injury by suppression of oxidative injury and inflammation
(Choi et al., 2010). This compound is used as a flavouring agent in food
products (jellies, baked goods, non-alcoholic beverages, chewing gum,
candy, puddings, relishes and ice cream) and it is also widely used as a
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fragrance ingredient in perfumes, toiletries and detergents (IARC
Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans,
2013). On the other hand, linalool, which also is widely used in the
food and cosmetic industry due to its flavourful and fragrant properties
(Letizia et al., 2003; Caputi and Aprea, 2011), exhibits antinociceptive,
antileishmanial and antimicrobial biological activities (Mohr et al.,
2017). In addition, linalool affects hypoglycemia (Deepa and Anuradha,
2011) and in combinatorial therapy with limonene improves manage-
ment of diabetes (More et al., 2014). While 1.8-cineole has been re-
ported to ameliorate dysfunction of endothelial cells (Linghu et al.,
2016) and has gastroprotective (Rocha Caldas et al., 2015), anti-in-
flammatory and repellant (Dhakad et al., 2018) properties.

Thus, the absence linalool, 1.8-cineole and limonene with the in-
crease in the production of methyleugenol in I;,oNg treatment show
that water application rate above field capacity together with nitrogen
doses higher than normally recommended can affect chemical compo-
sition and, consequently, can influence the use of the EO of O. gra-
tissimum in the pharmaceutical, food and cosmetics industry. Therefore,
our results suggest that the management of water and nitrogen in O.
gratissimum can alter the quality of its EO to such an extent as to modify
the therapeutic and commercial value of the EO this plant. For this
reason, other studies of the chemical composition of EO relative to
environmental factors may provide more information about what de-
termines its chemical variability.

5. Conclusions

O. gratissimum is very sensitive to water and nitrogen stress. Our
study demonstrated that in tropical conditions a water application rate
above field capacity together with nitrogen doses higher than normally
recommended improves O. gratissimum growth and increases the pro-
duction of its essential oil by modifying the metabolic pathway. The
change in the chemical composition of the essential oil caused by water
and nitrogen interactions extends possible applications of O. gra-
tissimum by the pharmaceutical and cosmetics industry.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary material related to this article can be found, in the
online version, at doi:https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2018.08.047.

References

Ardanuy, A., Pastor, V., Glauser, G., Christou, P., Turlings, T., Albajes, R., 2017.
Genotype, nitrogen and herbivory shape plant defense: the case of a vitamin-enriched
maize. BioRxiv 160333, 1-33. https://doi.org/10.1101/160333.

Adams, R.P., 2007. Identification of Essential Oils Components by Gas Chromatography/
Mass Spectrometry, 4th ed. Allured Publ., Carol Stream, IL, USA.

Ade-Ademilua, E.O., Obi, H.O., Craker, L.E., 2013. Growth and essential oil yield of
African basil, Ocimum gratissimum, under light and water stress. JMAP 1, 143-149.
http://scholarworks.umass.edu/jmap/voll/iss4/5.

Afkari, A., 2016. The effects of water deficit stress on physiological and biochemical
changes of medicinal plants Ocimum basilicum L. under climatic conditions in Ardabil,
Iran. IJBR 7, 54-60. https://bipublication.com/files/2016048Afkari.pdf.

;\gren, G.L, Wetterstedt, J.A.M., Billberger, M.F.K., 2012. Nutrient limitation on terres-
trial plant growth - modeling the interaction between nitrogen and phosphorus. New
Phytol. 194, 953-960. https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2012.04116.x.

Ahanger, M.A., Akram, N.A., Ashraf, M., Alyemeni, M.N., Wijaya, L., Ahmad, P., 2017.
Plant responses to environmental stresses—from gene to biotechnology. AoB Plants 9,
1-17. https://doi.org/10.1093/aobpla/plx025.

Albarenque, S.M., Basso, B., Caviglia, O.P., Melchiori, R.J.M., 2016. Spatio-temporal ni-
trogen fertilizer response in maize: field study and modeling approach. Agron. J. 108,
1-13. https://doi.org/10.2134/agronj2016.02.0081.

Alves, L.S., Stark, E.M.L.M., Zonta, E., Fernandes, M.S., dos Souza Santos, A.M., de, S.R.,
2017. Different nitrogen and boron levels influence the grain production and oil
content of a sunflower cultivar. Acta Sci. Agron. 39, 59-66. https://doi.org/10.4025/
actasciagron.v39i1.30941.

Anand, A., Jayaramaiah, R.H., Beedkar, S.D., Singh, P.A,, Joshi, R.S., Mulani, F.A.,
Dholakia, B.B., Punekar, S.A., Gade, W.N., Thulasiram, H.V., Giri, A.P., 2016.
Comparative functional characterization of eugenol synthase from four different
Ocimum species: implications on eugenol accumulation. Biochim. Biophys. Acta -
Proteins Proteomics 1864, 1539-1547. https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2016.08.



C.M. Vilanova et al.

004.

Anderson, V.M., Archbold, D.D., Geneve, R.L., Ingram, D.L., Jacobsen, K.L., 2016.
Fertility source and drought stress effects on plant growth and essential oil produc-
tion of Calendula officinalis. HortScience 51, 342-348. http://hortsci.
ashspublications.org/content/51/4/342.abstract.

Anvisa, 2010. Brazilian Pharmacopoeia, 5th. ed. Brazilian Health Surveillance Agency
ANVISA, Brasilia, Brazil. http://portal.anvisa.gov.br/documents/33832/2845829/
FBrasileira + Volume + 1 + INGLES + com + alerta.pdf/f9a3480f-b71e-4a30-b459-
d07368eaf6ee.

Arabaci, O., Bayram, E., 2004. The effect of nitrogen fertilization and different plant
densities on some agronomic and technologic characteristic of Ocimum basilicum L.
(basil). J. Agron. 3, 255-262. https://doi.org/10.3923/ja.2004.255.262.

Ascrizzi, R., Fraternale, D., Flamini, G., 2018. Photochemical response of parsley
(Petroselinum crispum (Mill.) Fuss) grown under red light: the effect on the essential
oil composition and yield. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 185, 185-191. https://
doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2018.06.006.

Askary, M., Behdani, M.A., Parsa, S., Mahmoodi, S., Jamialahmadi, M., 2018. Water stress
and manure application affect the quantity and quality of essential oil of Thymus
daenensis and Thymus vulgaris. Ind. Crops Prod. 111, 336-344. https://doi.org/10.
1016/j.indcrop.2017.09.056.

Azizi, A, Yan, F., Honermeier, B., 2009. Herbage yield, essential oil content and com-
position of three oregano (Origanum vulgare L.) populations as affected by soil
moisture regimes and nitrogen supply. Ind. Crops Prod. 29, 554-561. https://doi.
0rg/10.1016/j.indcrop.2008.11.001.

Baher, Z.F., Mirza, M., Ghorbanli, M., Bagher Rezaii, M., 2002. The influence of water
stress on plant height, herbal and essential oil yield and composition in Satureja
hortensis L. Flavour Fragr. J. 17, 275-277. https://doi.org/10.1002/ffj.1097.

Bahreininejad, B., Razmjoo, J., Mirza, M., 2014. Effect of water stress on productivity and
essential oil content and composition of Thymus carmanicus. J. Essent. Oil Bear. Plants
17, 717-725. https://doi.org/10.1080/0972060X.2014.901605.

Basu, S., Ramegowda, V., Kumar, A, Pereira, A., 2016. Plant adaptation to drought stress.
F1000Research 5, 1-10. https://doi.org/10.12688/f1000research.7678.1.

Bell-Dereske, L., Takacs-Vesbach, C., Kivlin, S.N., Emery, S.M., Rudgers, J.A., 2017. Leaf
endophytic fungus interacts with precipitation to alter belowground microbial
communities in primary successional dunes. FEMS Microbiol. Ecol. 93, 1-16. https://
doi.org/10.1093/femsec/fix036.

Bettaieb, 1., Zakhama, N., Wannes, W.A., Kchouk, M.E., Marzouk, B., 2009. Water deficit
effects on Salvia officinalis fatty acids and essential oils composition. Sci. Hortic.
(Amsterdam) 120, 271-275. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2008.10.016.

Bloom, A.J., Chapin, F.S., Mooney, H.A., 1985. Resource limitation in plants-an economic
analogy. Annu. Rev. Ecol. Syst. 16, 363-392. https://doi.org/10.1146/annurev.es.
16.110185.002051.

Bortolheiro, F.P.A.P., Silva, M.A., 2017. Physiological response and productivity of saf-
flower lines under water deficit and rehydration. An. Acad. Bras. Cienc. 89,
3051-3066. https://doi.org/10.1590/0001-3765201720170475.

Bowles, T.M., Jackson, L.E., Cavagnaro, T.R., 2018. Mycorrhizal fungi enhance plant
nutrient acquisition and modulate nitrogen loss with variable water regimes. Glob.
Change Biol. 24, e171-e182. https://doi.org/10.1111/gcb.13884.

Bracken, M.E.S., Hillebrand, H., Borer, E.T., Seabloom, E.W., Cebrian, J., Cleland, E.E.,
Elser, J.J., Gruner, D.S., Harpole, W.S., Ngai, J.T., Smith, J.E., 2015. Signatures of
nutrient limitation and co-limitation: responses of autotroph internal nutrient con-
centrations to nitrogen and phosphorus additions. Oikos 124, 113-121. https://doi.
org/10.1111/0ik.01215.

Rocha Caldas, G.F., da S. Oliveira, A.R., Aratjo, A.V., Lafayette, S.S.L., Albuquerque, G.S.,
Silva-Neto, J., da C. Costa-Silva, J.H., Ferreira, F., da Costa, J.G.M., Wanderley, A.G.,
2015. Gastroprotective mechanisms of the monoterpene 1,8-cineole (eucalyptol).
PLoS One 10, 1-17. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0134558.

Caputi, L., Aprea, E., 2011. Use of terpenoids as natural flavouring compounds in food
industry. Recent Pat. Food Nutr. Agric. 3, 9-16. https://doi.org/10.2174/
2212798411103010009.

Carter, MLR., Gregorich, E.G., 2008. Soil Sampling and Methods of Analysis, 2nd. ed.
Canadian Society of Soil Science, Taylor & Francis Group, LLC, Boca Raton.

Casanova, L.M., da Silva, D., Sola-Penna, M., de Magalhaes Camargo, L.M., de Moura
Celestrini, D., Tinoco, L.W., Costa, S.S., 2014. Identification of chicoric acid as a
hypoglycemic agent from Ocimum gratissimum leaf extract in a biomonitoring in vivo
study. Fitoterapia 93, 132-141. https://doi.org/10.1016/j.fitote.2013.12.024.

Casanova, L.M., Gu, W., Costa, S.S., Jeppesen, P.B., 2017. Phenolic substances from
Ocimum species enhance glucose-stimulated insulin secretion and modulate the ex-
pression of key insulin regulatory genes in mice pancreatic islets. J. Nat. Prod. 80,
3267-3275. https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.7b00699.

Caser, M., D’Angiolillo, F., Chitarra, W., Lovisolo, C., Ruffoni, B., Pistelli, L., Pistelli, L.,
Scariot, V., 2016. Water deficit regimes trigger changes in valuable physiological and
phytochemical parameters in Helichrysum petiolare Hilliard & B.L. Burtt. Ind. Crops
Prod. 83, 680-692. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2015.12.053.

Castro, A.H.F., de Alvarenga, A.A., Barbo, J.P.R.A.D., Mansur, T.D.O.F., de Paula,
A.C.C.F.F,, 2017. Seasonal patterns of phenylalanine ammonia-lyase activity and
total phenol and tannin contents in Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville.
Ciéncia Florest 27, 1037-1048. https://doi.org/10.5902,/1980509828679.

Chen, B., Yang, H., Song, W., Liu, C., Xu, J., Zhao, W., Zhou, Z., 2016. Effect of N ferti-
lization rate on soil alkali-hydrolyzable N, subtending leaf N concentration, fiber
yield, and quality of cotton. Crop J. 4, 323-330. https://doi.org/10.1016/].cj.2016.
03.006.

Cheuka, P., Mayoka, G., Mutai, P., Chibale, K., 2016. The role of natural products in drug
discovery and development against neglected tropical diseases. Molecules 22, 1-41.
https://doi.org/10.3390/molecules22010058.

Chiu, Y.-W., Chao, P.-Y., Tsai, C.-C., Chiou, H.-L., Liu, Y.-C., Hung, C.-C., Shih, H.-C., Lai,

Industrial Crops & Products 125 (2018) 186-197

T.-J., Liu, J.-Y., 2014. Ocimum gratissimum is effective in prevention against liver
fibrosis in vivo and in vitro. Am. J. Chin. Med. 42, 833-852. https://doi.org/10.
1142/50192415X14500530.

Choi, Y.K., Cho, G.-S., Hwang, S., Kim, B.W., Lim, J.H., Lee, J.-C., Kim, H.C., Kim, W.-K.,
Kim, Y.S., 2010. Methyleugenol reduces cerebral ischemic injury by suppression of
oxidative injury and inflammation. Free Radic. Res. 44, 925-935. https://doi.org/10.
3109/10715762.2010.490837.

Chude, V.0., Olayiwola, S.0., Osho, A.O., Daudu, C.K., 2012. Fertilizer Use and
Management Practices for Crops in Nigeria, 4th ed. Federal Ministry of Agriculture
and Rural Development, Abuja.

Clay, D.E., Trooien, T.P., 2017. Understanding soil water and yield variability in precision
farming. Practical Mathematics for Precision Farming. pp. 136-147. https://doi.org/
10.2134/practicalmath2016.0025.

R. Core Team, 2015. R: A Language and Environment for Statistical Computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. https://www.R-project.org/.

Coutinho, D.F., Dias, C.S., Barbosa-Filho, J.M., Agra, M.F., Martins, R.M., Silva, T.M.S.,
da-Cunha, E.V.L., Silva, M.S., Craveiro, A.A., 2007. Composition and molluscicidal
activity of the essential oil from the stem bark of Ocotea bracteosa (Meisn.) Mez. J.
Essent. Oil Res. 19, 482-484. https://doi.org/10.1080/10412905.2007.9699958.

Davidson, A., Da Silva, D., DeJong, T.M., 2017. The phyllochron of well-watered and
water deficit mature peach trees varies with shoot type and vigour. AoB Plants 9, 1-9.
https://doi.org/10.1093/aobpla/plx042.

de Vasconcelos Silva, M., Craveiro, A., Abreu Matos, F., Machado, M.I., Alencar, J., 1999.
Chemical variation during daytime of constituents of the essential oil of Ocimum
gratissimum leaves. Fitoterapia 70, 32—-34. https://doi.org/10.1016/50367-326X(98)
00020-3.

Deepa, B., Anuradha, C.V., 2011. Linalool, a plant derived monoterpene alcohol, rescues
kidney from diabetes-induced nephropathic changes via blood glucose reduction.
Diabetol. Croat. 40, 121-137.

Despinasse, Y., Fiorucci, S., Antonczak, S., Moja, S., Bony, A., Nicole, F., Baudino, S.,
Magnard, J.-L., Jullien, F., 2017. Bornyl-diphosphate synthase from Lavandula an-
gustifolia: a major monoterpene synthase involved in essential oil quality.
Phytochemistry 137, 24-33. https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2017.01.015.

Dhakad, A.K., Pandey, V.V., Beg, S., Rawat, J.M., Singh, A., 2018. Biological, medicinal
and toxicological significance of Eucalyptus leaf essential oil: a review. J. Sci. Food
Agric. 98, 833-848. https://doi.org/10.1002/jsfa.8600.

Dinh, T.H., Watanabe, K., Takaragawa, H., Nakabaru, M., Kawamitsu, Y., 2017.
Photosynthetic response and nitrogen use efficiency of sugarcane under drought
stress conditions with different nitrogen application levels. Plant Prod. Sci. 20,
412-422. https://doi.org/10.1080/1343943X.2017.1371570.

Eiasu, B.K., Soundy, P., Steyn, J.M., 2008. High irrigation frequency and brief water stress
before harvest enhances essential oil yield of rose-scented geranium (Pelargonium
capitatum X P. radens). HortScience 43, 500-504. http://hortsci.ashspublications.
org/content/43/2/500.full.

Elshafie, H.S., Camele, I., 2017. An overview of the biological effects of some medi-
terranean essential oils on human health. Biomed Res. Int. 2017, 1-14. https://doi.
org/10.1155/2017/9268468.

Emami Bistgani, Z., Siadat, S.A., Bakhshandeh, A., Ghasemi Pirbalouti, A., Hashemi, M.,
2017. Interactive effects of drought stress and chitosan application on physiological
characteristics and essential oil yield of Thymus daenensis Celak. Crop J. 5, 407—415.
https://doi.org/10.1016/j.¢j.2017.04.003.

Fahad, S., Bajwa, A.A., Nazir, U., Anjum, S.A., Farooq, A., Zohaib, A., Sadia, S., Nasim,
W., Adkins, S., Saud, S., Ihsan, M.Z., Alharby, H., Wu, C., Wang, D., Huang, J., 2017.
Crop production under drought and heat stress: plant responses and management
options. Front. Plant Sci. 8, 1-16. https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01147.

Fathi, A., Tari, D.B., 2016. Effect of drought stress and its mechanism in plants. Int. J. Life
Sci. 10, 1-6. https://doi.org/10.3126/ijls.v10i1.14509.

Feng, W., Lindner, H., Robbins, N.E., Dinneny, J.R., 2016. Growing out of stress: the role
of cell- and organ-scale growth control in plant water-stress responses. Plant Cell 28,
1769-1782. https://doi.org/10.1105/tpc.16.00182.

Ferreira, D.F., 2011. Sisvar: a computer statistical analysis system. Ciéncia e
Agrotecnologia 35, 1039-1042. https://doi.org/10.1590/51413-
70542011000600001.

Giongo, J.L., Vaucher, R.A., Da Silva, A.S., Oliveira, C.B., de Mattos, C.B., Baldissera,
M.D., Sagrillo, M.R., Monteiro, S.G., Custédio, D.L., Souza de Matos, M., Sampaio,
P.T., Teixeira, H.F., Koester, L.S., da Veiga Junior, V.F., 2017. Trypanocidal activity
of the compounds present in Aniba canelilla oil against Trypanosoma evansi and its
effects on viability of lymphocytes. Microb. Pathog. 103, 13-18. https://doi.org/10.
1016/j.micpath.2016.12.006.

Gong, H.-D., Geng, Y.-J., Yang, C., Jiao, D.-Y., Chen, L., Cai, Z.-Q., 2018. Yield and re-
source use efficiency of Plukenetia volubilis plants at two distinct growth stages as
affected by irrigation and fertilization. Sci. Rep. 8, 1-14. https://doi.org/10.1038/
$41598-017-18342-6.

Gratien, A., Johnson, S.N., Ezell, M.J., Dawson, M.L., Bennett, R., Finlayson-Pitts, B.J.,
2011. Surprising formation of p-cymene in the oxidation of a-pinene in air by the
atmospheric oxidants OH, O3, and NO3. Environ. Sci. Technol. 45, 2755-2760.
https://doi.org/10.1021/es103632b.

Hazzoumi, Z., Moustakime, Y., Hassan Elharchli, E., Joutei, K.A., 2015. Effect of arbus-
cular mycorrhizal fungi (AMF) and water stress on growth, phenolic compounds,
glandular hairs, and yield of essential oil in basil (Ocimum gratissimum L.). Chem. Biol.
Technol. Agric. 2, 1-11. https://doi.org/10.1186/540538-015-0035-3.

Hirata, H., Ohnishi, T., Watanabe, N., 2016. Biosynthesis of floral scent 2-phenylethanol
in rose flowers. Biosci. Biotechnol. Biochem. 80, 1865-1873. https://doi.org/10.
1080/09168451.2016.1191333.

Hzounda, J.B.F., Jazet, P.M.D., Lazar, G., Raducanu, D., Caraman, 1., Bassene, E., Boyom,
F.F., Lazar, .M., 2016. Spectral and chemometric analyses reveal antioxidant



C.M. Vilanova et al.

properties of essential oils from four Cameroonian Ocimum. Ind. Crops Prod. 80,
101-108. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2015.09.07.

IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, 2013. Some
chemicals present in industrial and consumer products, food and drinking-water.
IARC Monogr. Eval. Carcinog. Risks Hum. 101, 9-549. https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/books/NBK373192/pdf/Bookshelf NBK373192.pdf.

Igbal, N., Khan, N.A., Ferrante, A., Trivellini, A., Francini, A., Khan, M.L.R., 2017.
Ethylene role in plant growth, development and senescence: interaction with other
phytohormones. Front. Plant Sci. 8, 1-19. https://doi.org/10.3389/fpls.2017.00475.

Joshi, R., Singla-Pareek, S.L., Pareek, A., 2018. Engineering abiotic stress response in
plants for biomass production. J. Biol. Chem. 293, 5035-5043. https://doi.org/10.
1074/jbc.TM117.000232.

Karuppiah, V., Ranaghan, K.E., Leferink, N.G.H., Johannissen, L.O., Shanmugam, M., Ni
Cheallaigh, A., Bennett, N.J., Kearsey, L.J., Takano, E., Gardiner, J.M., van der Kamp,
M.W., Hay, S., Mulholland, A.J., Leys, D., Scrutton, N.S., 2017. Structural bais of
catalysis in the bacterial monoterpene synthases linalool synthase and 1,8-cineole
synthase. ACS Catal. 7, 6268-6282. https://doi.org/10.1021/acscatal.7b01924.

Khan, S., Anwar, S., Kuai, J., Ullah, S., Fahad, S., Zhou, G., 2017. Optimization of nitrogen
rate and planting density for improving yield, nitrogen use efficiency, and lodging
resistance in oilseed rape. Front. Plant Sci. 8, 1-9. https://doi.org/10.3389/fpls.
2017.00532.

Khan, S., Anwar, S., Kuai, J., Noman, A., Shahid, M., Din, M., Ali, A., Zhou, G., 2018.
Alteration in yield and oil quality traits of winter rapeseed by lodging at different
planting density and nitrogen rates. Sci. Rep. 8, 1-12. https://doi.org/10.1038/
$41598-017-18734-8s.

Kim, K.-I,, Clay, D.E., Carlson, C.G., Clay, S.A., Trooien, T., 2008. Do synergistic re-
lationships between nitrogen and water influence the ability of corn to use nitrogen
derived from fertilizer and soil? Agron. J. 100, 551. https://doi.org/10.2134/
agronj2007.0064.

Kong, L., Xie, Y., Hu, L., Si, J., Wang, Z., 2017. Excessive nitrogen application dampens
antioxidant capacity and grain filling in wheat as revealed by metabolic and phy-
siological analyses. Sci. Rep. 7, 1-14. https://doi.org/10.1038/srep43363.

Lam, K.C., Ibrahim, R.K., Behdad, B., Dayanandan, S., 2007. Structure, function, and
evolution of plant O-methyltransferases. Genome 50, 1001-1013. https://doi.org/10.
1139/G07-077.

Laribi, B., Bettaieb, I., Kouki, K., Sahli, A., Mougou, A., Marzouk, B., 2009. Water deficit
effects on caraway (Carum carvi L.) growth, essential oil and fatty acid composition.
Ind. Crops Prod. 30, 372-379. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2009.07.005.

Letchamo, W., Marquard, R., Holz, J., Gosselin, A., 1994. Effects of water supply and light
intensity on growth and essential oil of two Thymus vulgaris selections. Angew.
Botanik 68, 83-88.

Letizia, C., Cocchiara, J., Lalko, J., Api, A., 2003. Fragrance material review on linalool.
Food Chem. Toxicol. 41, 943-964. https://doi.org/10.1016/50278-6915(03)
00015-2.

Linghu, K., Lin, D., Yang, H., Xu, Y., Zhang, Y., Tao, L., Chen, Y., Shen, X., 2016.
Ameliorating effects of 1,8-cineole on LPS-induced human umbilical vein endothelial
cell injury by suppressing NF-kB signaling in vitro. Eur. J. Pharmacol. 789, 195-201.
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2016.07.039.

Lopez, F.B., Barclay, G.F., 2017. Plant anatomy and physiology. Pharmacognosy. pp.
45-60. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-802104-0.00004-4.

Maatallah, S., Nasri, N., Hajlaoui, H., Albouchi, A., Elaissi, A., 2016. Evaluation changing
of essential oil of laurel (Laurus nobilis L.) under water deficit stress conditions. Ind.
Crops Prod. 91, 170-178. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2016.07.001.

Machado, M., Felizardo, C., Fernandes-Silva, A.A., Nunes, F.M., Barros, A., 2013.
Polyphenolic compounds, antioxidant activity and l-phenylalanine ammonia-lyase
activity during ripening of olive cv. “Cobrancosa” under different irrigation regimes.
Food Res. Int. 51, 412-421. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2012.12.056.

Martinez-Eixarch, M., Zhu, D., del M. Catala-Forner, M., Pla-Mayor, E., Toméas-Navarro,
N., 2013. Water, nitrogen and plant density affect the response of leaf appearance of
direct seeded rice to thermal time. Rice Sci. 20, 52-60. https://doi.org/10.1016/
$1672-6308(13)60108-0.

McKiernan, A.B., Potts, B.M., Brodribb, T.J., Hovenden, M.J., Davies, N.W., McAdam,
S.A.M,, Ross, J.J., Rodemann, T., O’Reilly-Wapstra, J.M., 2016. Responses to mild
water deficit and rewatering differ among secondary metabolites but are similar
among provenances within Eucalyptus species. Tree Physiol. 36, 133-147. https://
doi.org/10.1093/treephys/tpv106.

Moghaddam, M., Mehdizadeh, L., 2017. Chemistry of essential oils and factors influen-
cing their constituents. Soft Chemistry and Food Fermentation. pp. 379-419. https://
doi.org/10.1016/B978-0-12-811412-4.00013-8.

Mohidin, H., Hanafi, M.M., Rafii, Y.M., Abdullah, S.N.A., Idris, A.S., Man, S., Idris, J.,
Sahebi, M., 2015. Determination of optimum levels of nitrogen, phosphorus and
potassium of oil palm seedlings in solution culture. Bragantia 74, 247-254. https://
doi.org/10.1590/1678-4499.0408.

Mohr, F.B.M., Lermen, C., Gazim, Z.C., Gongalves, J.E., Alberton, O., 2017. Antifungal
activity, yield, and composition of Ocimum gratissimum essential oil. Genet. Mol. Res.
16, 1-10. https://doi.org/10.4238/gmr16019542.

More, T.A., Kulkarni, B.R., Nalawade, M.L., Arvindekar, A.U., 2014. Antidiabetic activity
of linalool and limonene in streptozotocin- induced diabetic rat: a combinatorial
therapy approach. Int. J. Pharm. Pharm. Sci. 6, 159-163. https://innovareacademics.
in/journals/index.php/ijpps/article/view/1537/10275.

Ncube, B., Finnie, J.F., Van Staden, J., 2012. Quality from the field: the impact of en-
vironmental factors as quality determinants in medicinal plants. S. Afr. J. Bot. 82,
11-20. https://doi.org/10.1016/j.sajb.2012.05.009.

Nguefack, J., Dongmo, J.B.L., Dakole, C.D., Leth, V., Vismer, H.F., Torp, J., Guemdjom,
E.F.N., Mbeffo, M., Tamgue, O., Fotio, D., Zollo, P.H.A., Nkengfack, A.E., 2009. Food
preservative potential of essential oils and fractions from Cymbopogon citratus,

196

Industrial Crops & Products 125 (2018) 186-197

Ocimum gratissimum and Thymus vulgaris against mycotoxigenic fungi. Int. J. Food
Microbiol. 131, 151-156. https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2009.02.009.

NIST, 2005. Mass Spectral Library (NIST/EPA/NIH). NIST Standard Reference Database.
National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA. https://
www.nist.gov/srd/nist-standard-reference-database-1a-v17.

Nurzynska-Wierdak, R., 2013. Does mineral fertilization modify essential oil content and
chemical composition in medicinal plants? Acta Sci. Pol. Hortorum 12, 3-16. http://
www.hortorumcultus.actapol.net/pub/12_5_3.pdf.

Nurzynska-Wierdak, R., Borowski, B., 2011. Changes in the content and chemical com-
position of sweet basil essential oil under the influence of fertilization of plants with
nitrogen and potassium. Ann. Univ. Mariae Curie-Sktodowska, DDD Pharm. 24,
133-145.

Olivoto, T., Nardino, M., Carvalho, L.R., Follmann, D.N., Szareski, V.J., Ferrari, M.,
Pelegrin, A.J., Souza, V.Q., 2017. Plant secondary metabolites and its dynamical
systems of induction in response to environmental factors: a review. Afr. J. Agric. Res.
12, 71-84. https://doi.org/10.5897/AJAR2016.11677.

Ormeio, E., Fernandez, C., 2012. Effect of soil nutrient on production and diversity of
volatile terpenoids from plants. Curr. Bioact. Compd. 8, 71-79. https://doi.org/10.
2174/157340712799828188.

Osuagwu, G.G.E., Edeoga, H.O., Osuagwu, A.N., 2010. The influence of water stress
(drought) on the mineral and vitamin potential of the leaves of Ocimum gratissimum L.
Recent Res. Sci. Technol. 2, 27-33. http://updatepublishing.com/journal/index.php/
rrst/article/view/372.

Ozturk, A., Unlukara, A., Ipek, A., Gurbuz, B., 2004. Effects of salt stress and water deficit
on plant growth and essential oil content of lemon balm (Melissa officinalis L.). J. Bot.
36, 787-792. http://www.pakbs.org/pjbot/PDFs/36(4)/PJB36(4)787.pdf.

Palmer-Young, E.C., Veit, D., Gershenzon, J., Schuman, M.C., 2015. The sesquiterpenes
(e)-B-farnesene and (e)-a-bergamotene quench ozone but fail to protect the wild
tobacco Nicotiana attenuata from ozone, UVB and drought stresses. PLoS One 10,
1-22. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0127296.

Pandey, S., 2017. Phytochemical constituents, pharmacological and traditional uses of
Ocimum gratissimum L. in tropics. IAJPS 4, 4234-4242. http://oaji.net/articles/2017/
1210-1511110546.pdf.

Pandey, A.K., Singh, P., Tripathi, N.N., 2014. Chemistry and bioactivities of essential oils
of some Ocimum species: an overview. Asian Pac. J. Trop. Biomed. 4, 682-694.
https://doi.org/10.12980/APJTB.4.2014C77.

Payyavula, R.S., Navarre, D.A., Kuhl, J.C., Pantoja, A., Pillai, S.S., 2012. Differential ef-
fects of environment on potato phenylpropanoid and carotenoid expression. BMC
Plant Biol. 12, 1-17. https://doi.org/10.1186,/1471-2229-12-39.

Piechulla, B., Bartelt, R., Brosemann, A., Effmert, U., Bouwmeester, H., Hippauf, F.,
Brandt, W., 2016. The a-terpineol to 1,8-cineole cyclization reaction of tobacco ter-
pene synthases. Plant Physiol. 172, 2120-2131. https://doi.org/10.1104/pp.16.
01378.

Pradhan, J., Sahoo, S.K., Lalotra, S., Sarma, R.S., 2017. Positive impact of abiotic stress on
medicinal and aromatic plants. Int. J. Plant Sci. 12, 309-313. https://doi.org/10.
15740/HAS/1JPS/12.2/309-313.

Prieto, S.G.A., Perea, V.J.A., Ortiz, L.C.C., 2011. Microbial biotransformation of (R)-
(+)-limonene by Penicillium digitatum DSM 62840 for producing (R)-(+)-terpineol.
Vitae 18, 63-172. http://www.scielo.org.co/pdf/vitae/v18n2/v18n2a07.pdf.

Rehman, R., Hanif, M.A., Mushtaq, Z., Mochona, B., Qi, X., 2016. Biosynthetic factories of
essential oils: the aromatic plants. Nat. Prod. Chem. Res. 4, 1-11. https://doi.org/10.
4172/2329-6836.1000227.

Riar, A., Gill, G., McDonald, G., 2016. Effect of post-sowing nitrogen management on co-
limitation of nitrogen and water in canola and mustard. F. Crop. Res. 198, 23-31.
https://doi.org/10.1016/j.fcr.2016.08.021.

Ruan, L., Wei, K., Wang, L., Cheng, H., Zhang, F., Wu, L., Bai, P., Zhang, C., 2016.
Characteristics of NH,* and NOs ™ fluxes in tea (Camellia sinensis) roots measured by
scanning ion-selective electrode technique. Sci. Rep. 6, 1-8. https://doi.org/10.
1038/srep38370.

Sadras, V.O., Hayman, P.T., Rodriguez, D., Monjardino, M., Bielich, M., Unkovich, M.,
Mudge, B., Wang, E., 2016. Interactions between water and nitrogen in Australian
cropping systems: physiological, agronomic, economic, breeding and modelling
perspectives. Crop Pasture Sci. 1-35. https://doi.org/10.1071/CP16027.

Saha, S., Dhar, T.N., Sengupta, C., Ghosh, P., 2013. Biological activities of essential oils
and methanol extracts of five Ocimum species against pathogenic bacteria. Czech J.
Food Sci. 31, 194-202. https://www.agriculturejournals.cz/publicFiles/89890.pdf.

Said-Al Ahl, H.A.H., Omer, E.A., Naguib, N.Y., 2009. Effect of water stress and nitrogen
fertilizer on herb and essential oil of oregano. Int. Agrophys. 23, 269-275. http://
www.old.international-agrophysics.org/artykuly/international_agrophysics/IntAgr_
2009_23_3_269.pdf.

Salazar, C., Hernandez, C., Pino, M.T., 2015. Plant water stress: associations between
ethylene and abscisic acid response. Chil. J. Agric. Res. 75, 71-79. https://doi.org/
10.4067/50718-58392015000300008.

Santos, M.S., Souza, L.S., Costa, C.A.S., Gomes, F.P., Costa, L.C.B., Oliveira, R.A., Silva,
D.C., 2016. Effects of water deficit on morphophysiology, productivity and chemical
composition of Ocimum africanum Lour (Lamiaceae). Afr. J. Agric. Res. 11,
1924-1934. https://doi.org/10.5897/AJAR2015.10248.

Sarkic, A., Stappen, 1., 2018. Essential oils and their single compounds in cosmetics—a
critical review. Cosmetics 5, 1-21. https://doi.org/10.3390/cosmetics5010011.
Shaw, J.J., Berbasova, T., Sasaki, T., Jefferson-George, K., Spakowicz, D.J., Dunican, B.F.,

Portero, C.E., Narvaez-Trujillo, A., Strobel, S.A., 2015. Identification of a fungal 1,8-
cineole synthase from Hypoxylon sp. with specificity determinants in common with
the plant synthases. J. Biol. Chem. 290, 8511-8526. https://doi.org/10.1074/jbc.
M114.636159.

Shi, D., Li, Y., Zhang, J., Liu, P., Zhao, B., Dong, S., 2016. Increased plant density and

reduced N rate lead to more grain yield and higher resource utilization in summer



C.M. Vilanova et al.

maize. J. Integr. Agric. 15, 2515-2528. https://doi.org/10.1016/52095-3119(16)
61355-2.

Singh, M., Khan, M.M.A., Naeem, M., 2016. Effect of nitrogen on growth, nutrient as-
similation, essential oil content, yield and quality attributes in Zingiber officinale Rosc.
J. Saudi Soc. Agric. Sci. 15, 171-178. https://doi.org/10.1016/].jssas.2014.11.002.

Smitha, G.R., Varghese, T.S., Manivel, P., 2014. Cultivation of Ocimum. IARC-Directorate
of Medicinal and Aromatic Plants Research, Gujarat, India. http://www.dmapr.org.
in/Publications/Bulletine/ocimum%2016-1-15.pdf.

Soil Taxonomy: a basic system of soil classification for making and interpreting soil
surveys. 1999. 2nd ed. Natural Resources Conservation Service. U.S. Department of
Agriculture Handbook. https://www.nres.usda.gov/Internet/FSE_DOCUMENTS/
nres142p2_051232.pdf.

Sun, J., Ye, M., Peng, S., Li, Y., 2016. Nitrogen can improve the rapid response of pho-
tosynthesis to changing irradiance in rice (Oryza sativa L.) plants. Sci. Rep. 6, 1-10.
https://doi.org/10.1038/srep31305.

Tan, K.H., Nishida, R., 2012. Methyl eugenol: its occurrence, distribution, and role in
nature, especially in relation to insect behavior and pollination. J. Insect Sci. 12,
1-60. https://doi.org/10.1673/031.012.5601.

Tang, F., Chen, F., Ling, X., Huang, Y., Zheng, X., Tang, Q., Tan, X., 2015. Inhibitory effect
of methyleugenol on ige-mediated allergic inflammation in RBL-2H3 cells. Mediators
Inflamm. 1-9. https://doi.org/10.1155/2015/463530.

Tardieu, F., 2013. Plant response to environmental conditions: assessing potential pro-
duction, water demand, and negative effects of water deficit. Front. Physiol. 4.
https://doi.org/10.3389/fphys.2013.00017.

Industrial Crops & Products 125 (2018) 186-197

Thomasson, A.J., 1978. Towards an objective classification of soil structure. J. Soil Sci.
29, 38-46. https://doi.org/10.1111/j.1365-2389.1978.tb02029.x.

Wang, M., Shi, S., Lin, F., Hao, Z., Jiang, P., Dai, G., 2012. Effects of soil water and
nitrogen on growth and photosynthetic response of manchurian ash (Fraxinus man-
dshurica) seedlings in Northeastern China. PLoS One 7, 1-12. https://doi.org/10.
1371/journal.pone.0030754.

Wang, G., Cao, F., Chang, L., Guo, X., Wang, J., 2014. Temperature has more effects than
soil moisture on biosynthesis of flavonoids in ginkgo (Ginkgo biloba L.) leaves. New
For. 45, 797-812. https://doi.org/10.1007/s11056-014-9437-5.

Weraduwage, S.M., Chen, J., Anozie, F.C., Morales, A., Weise, S.E., Sharkey, T.D., 2015.
The relationship between leaf area growth and biomass accumulation in Arabidopsis
thaliana. Front. Plant Sci. 6, 1-21. https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00167.

Yang, W., Yin, Y., Jiang, W., Peng, D., Yang, D., Cui, Y., Wang, Z., 2014. Severe water
deficit-induced ethylene production decreases photosynthesis and photochemical
efficiency in flag leaves of wheat. Photosynthetica 52, 341-350. https://doi.org/10.
1007/s11099-014-0037-6.

Zhao, Y., Chan, Z., Gao, J., Xing, L., Cao, M., Yu, C., Hu, Y., You, J., Shi, H., Zhu, Y., Gong,
Y., Mu, Z., Wang, H., Deng, X., Wang, P., Bressan, R.A., Zhu, J.-K., 2016. ABA re-
ceptor PYL9 promotes drought resistance and leaf senescence. Proc. Natl. Acad. Sci.
113, 1949-1954. https://doi.org/10.1073/pnas.1522840113.

Zhong, C., Cao, X., Hu, J., Zhu, L., Zhang, J., Huang, J., Jin, Q., 2017. Nitrogen meta-
bolism in adaptation of photosynthesis to water stress in rice grown under different
nitrogen levels. Front. Plant Sci. 8, 1-15. https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01079.



184

Anexo C - Artigo de revisao publicado na revista Scientia Amazonia

Titulo do artigo: Composicio quimica de Ocimum gratissimum L.: uma revisio de
literatura.
Revista: Scientia Amazonia (ISSN 2238.1910)

Qualis: C (Biotecnologia e Biodiversidade)



Scientia Amazonia, v. 7, n.2, C10-C26, 2018
Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org
ISSN:2238.1910

CIENCIA EXATAS E DA TERRA

Composicao quimica de Ocimum gratissimum L.: uma revisao de literatura
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Resumo

Ocimum gratissimum L. (alfavaca) é uma herbécea distribuida em todo o Brasil e muito utilizada na
fitoterapia por suas diversas propriedades farmacoldgicas. O objetivo deste trabalho foi compilar o
conhecimento sobre a composi¢do quimica da alfavaca. Os compostos fendlicos predominam nessa espécie
vegetal e em seu 6leo essencial destacam-se monoterpenos € sesquiterpenos como constituintes mais
isolados. Ainda sdo escassas informacdes sobre o efeito de fatores intrinsecos e extrinsecos sobre seus
metabdlitos.

Palavras-Chave: Ocimum gratissimum, constituintes quimicos, alfavaca, 6leo essencial.

Chemical composition of Ocimum gratissimum L.: A literature review. Ocimum gratissimum
L. (alfavaca) is an herbaceous plant distributed in the Brazil and widely used in phytotherapy due to
its various pharmacological properties. The objective of this work was compiled on chemical
composition and biological activities of alfavaca. Phenolic compounds predominate in this plant
species and in their essential oil monoterpenes and sesquiterpenes stand out as more isolated
constituents. There is still scarce information on the effect of intrinsic and extrinsic factors on its
metabolites.
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1. Introducao

O metabolismo dos vegetais pode ser
definido como o conjunto total das transformacdes
das moléculas organicas, catalisadas por enzimas,
que ocorre nas células vivas, suprindo o
organismo de energia, renovando suas moléculas
e garantindo a continuidade do estado organizado
(SILVA e ABREU, 2016).

O metabolismo vegetal varia de acordo
com sua fisiologia e pode ser dividido em
primério e secunddrio (SOUSA e SOUSA, 2017)
e os compostos quimicos que sdo formados,
degradados ou transformados recebem o nome de
metabélitos (SIMOES et al., 2017), os quais

também sdo divididos em dois grupos,
metabolitos primadrios e secunddarios
(LATTANZIO, 2013)

Os metabdlitos primarios estao
relacionados com processos de fotossintese,

respiracdo e transporte de solutos e proporcionam
funcdes essenciais para a sobrevivéncia, o
desenvolvimento e a reproducdo dos vegetais
(SEYFRIED et al.,, 2016). Proteinas, lipideos,
dcidos nucleicos, aminoicidos e carboidratos
fazem parte desse grupo (KERBAUY, 2012).

Ao contrario dos metabdlitos primadrios,
os metabdlitos secunddrios sdo um grande grupo
de fitoquimicos que ndo estdo diretamente
envolvidos nos processos vitais do vegetal
(GUPTA et al.,, 2017), mas sdo componentes
importantes no mecanismo de defesa contra
parasitas  (fungos, insetos, bactérias), nas
caracteristicas atrativas para agentes polinizadores
e dispersores de sementes, nas relacdes de
competicdo planta-planta e de simbioses plantas-
microorganismos (OLIVOTO et al., 2017) e
podem conferir protecdo contra estresses
ambientais (AKULA e RAVISHANKAR, 2011).

Enquanto os metabdlitos primarios sdo de
ocorréncia ampla e generalizada, os metabdlitos
secunddrios sdo considerados de ocorréncia
restrita e, podem, inclusive, serem utilizados para
a classificacdo quimiotaxdomica de uma espécie
vegetal (SINGH, 2016).

Os vegetais sintetizam uma mirfade de
metabdlitos secundarios que sdo derivados do
metabolismo central ou priméario. Mais de 100 mil
fitoquimicos foram isolados de diferentes fontes
de vegetais até o momento e esses fitoquimicos
sao sintetizados nos vegetais para uma
necessidade especializada em um conjunto
especifico de condi¢des ecoldgicas, pois sua
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biossintese € altamente consumidora de energia. A
biossintese e a acumulacio de metabdlitos
secunddrios em vegetais sdo o resultado de uma
regulacio  rigorosa de  suas  mdquinas
biossintéticas (GUPTA et al, 2017) e sdo
controladas no nivel de expressio génica por
fatores especificos do desenvolvimento e do
tecido ou por sinais externos (FITS e MEMELIN,
2000).

Os metabdlitos secunddrios apresentam
estruturas complexas, baixa massa molecular e
distintas atividades biolégicas (SEYFRIED et al.,
2016) e sdo utilizados pelo homem como produtos
farmacéuticos, cosméticos, corantes,
flavorizantes, inseticidas, dentre outros (GUPTA
et al.,, 2017). Alguns dos principais grupos de
metabodlitos secunddrios incluem glicosideos,
alcaloides, 6leos essenciais, flavonoides, fenois e
terpenoides (SINGH, 2016) e podem ser divididos
em trés grupos principais quimicamente distintos:
terpenos, compostos fendlicos e compostos
nitrogenados (OLIVOTO et al.,2017).

Ocimum gratissimum L., pertencente a
familia Lamiaceae, ¢ uma herbdcea aromitica,
perene, anual e de base lenhosa (SHARMA et al.,
2011), conhecida popularmente no Brasil como
alfavaca, alfavaca-cravo, alfavacio, dentre outros
nomes (RIOS e PASTORE JR., 2011).

Trata-se de uma espécie vegetal nativa da
Asia e Africa, naturalizada no continente
americano (GRIN-GLOBAL, 2016) e distribuida
em todo o Brasil (FLORA DO BRASIL, 2018)
com amplo emprego na fitoterapia e por
comunidades tradicionais do Nordeste brasileiro,
especialmente no tratamento de: gripe (SILVA et
al., 2012; POVH e ALVES, 2013; SILVA et al,,
2015; CUNHA et al., 2015), calmante (SILVA et
al., 2012), micose (POVH e ALVES, 2013),

antiespasmédico  (SOUSA et al, 2010),
indisposicdes gerais (NETO et al., 2014),
incluindo febre, sinusite, dores de ouvido,

afeccoes dos olhos, diarreia, célicas menstruais,

transtornos do sistema nervoso e afecc¢des
genitourindrias (RODRIGUES e ANDRADE,
2014).

Algumas das atividades farmacolégicas de
Ocimum gratissimum ja foram comprovadas
cientificamente, destacando-se: a diurética e
hipoglicémica (NEGRI, 2005; OGUANOBI et al.,
2012; AKPAN et al., 2014); a antimicrobiana
(BRAGA et al., 2007; NGUEFACK et al, 2009;
SILVA et al., 2010; PRASANNABALAIJI et al.,
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2012; JOSHI 2013; SAHA et al., 2013; DJEUSSI
et al., 2013; BONOU et al., 2016; IGBINOSA &
IDEMUDIA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016)
e a antioxidante (PEREIRA e MAIA, 2007,
OBOH et al., 2008; AKINMOLADUN et al.,,
2010; CHIU et al., 2013; JOSHI 2013;
VENUPRASAD et al., 2014; AKINRINDE et al.,
2016; HZOUNDA et al., 2016).

Em razdo de sua importincia e destaque
na fitoterapia e na medicina tradicional popular e
por ser uma espécie da Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS — Renisus
(BRASIL, 2009), este trabalho tem por objetivo
realizar uma revisdo da literatura sobre estudos
quimicos de Ocimum gratissimum.

2. Metodologia

Foi realizado um levantamento
bibliografico de publica¢des do periodo de 1930 a
2017 utilizando-se as bases de dados do Portal de
Periédicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e
da Biblioteca Virtual em Satde e as ferramentas
de pesquisa Google académico, Pubmed e Scielo.
Foi utilizado como descritor de pesquisa o termo
“ocimum gratissimum”. A lista inicial foi
analisada  excluindo-se  estudos que nao
estivessem relacionados aos objetivos da pesquisa,
estudos sem indicagdo clara da parte da planta e
sem indicacdo do solvente utilizado na extragdo e
aquelas informacdes pessoais de autores.

3. Composicao quimica

Nos estudos quimicos ha predominincia
do uso de solventes polares (dgua e alcool) nos
métodos extrativos. Nas partes aéreas de Ocimum
gratissimum L. ja foram identificados: dcido
cindmico; 4cido rosmarinico; acido p-cumarinico;
acido hidroxibenzoico; dacido ferulico e acido
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litospérmico (BORA et al., 2011). Contudo, as
folhas destacam-se como a parte da planta mais
pesquisada nos estudos quimicos dessa espécie
vegetal, nas quais jd foram relatadas as presencas
de: acido ascérbico (OBOH et al., 2008); acido
sindpico (NANGIA-MAKKER et al., 2007;
PEREIRA e MAIA, 2007; VENUPRASAD et al.,
2014); apigenina (NANGIA-MAKKER et al.,
2007; VENUPRASAD et al.,, 2014); acido L-
caftdrico; 4cido  L-chicérico;  eugenil-B-D-
glucopiranosideo; vicenina-2 (CASANOVA et al.,
2014); metil-eugenol; apigenina7,4,’-dimetil-éter;
himenoxina; luteolina; nevadensina; salvigenina;
xantomicrol; basilimosideo (VENUPRASAD et
al., 2014); quercetina; dcido protocatecuico;
epigalocatequina galato; 4cido gdlico; naringina
(CHIU et al., 2012); rutina; catequina;
epicatequina; 4cido cafeico (CHIU et al., 2012; LI
et al., 2012); glicosideo cardiotOnico
(AKINMOLADUN et al., 2010; AKPAN et al.,
2014) e glicosideo cianogénico (NWEZE e EZE,
2009; OKOLI et al., 2010).

Os estudos etnofarmacoldgicos (SILVA et
al., 2012; ALVES e POVH, 2013; NETO et al.,
2014; RODRIGUES e ANDRADE, 2014;
CUNHA et al., 2015 mostram que as
comunidades tradicionais utilizam principalmente
as folhas nas formas de infuso e decocto nas
preparagdes fitoterdpicas com Ocimum
gratissimum, o que justifica o destaque desse
orgdo vegetal e dos solventes polares nas
pesquisas quimicas (Tabelas 1 e 2).

Nos estudos de screening fitoquimico, os
compostos fendlicos sdo preponderantes nessa
espécie vegetal, com destaque para a classe dos

taninos, flavonoides, alcaloides, saponinas,
terpenos, esteroides, polifenois e triterpenos
(Tabela 1).

Tabela 1 — Classes de metabdlitos secunddrios identificadas em Ocimum gratissimum L. em estudos de screening

fitoquimico publicados entre 1999 e 2016.

Classe de metabdélitos Preparacao Parte usada Referéncia
Alcaloides EA F Aziba et al.,1999; Tanko et al., 2008; Gupta et
al., 2011; Akpan et al., 2014
EC F Gupta et al., 2011
EE F Nweze e Eze, 2009; Koubala et al., 2013;
Dasmadhu e Harindran, 2014
PA Mann, 2012
EP F Gupta et al., 2011
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Antraquinonas
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Acucares redutores

Aglicona esteroidal
Carboidratos

Catequinas
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Esteroides
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Flavononois
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Saponinas
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Braga et al., 2007; Akinmoladun et al.. 2010;
Okoli et al., 2010; Coutinho et al., 2011; Gupta et
al., 2011; Kumar et al., 2011

Braga et al., 2007

Djeussi et al., 2013

Akpan et al., 2014

Mann, 2012

Coutinho et al., 2011

Coutinho et al., 2011

Nweze e Eze, 2009

Nweze e Eze, 2009

Offiah e Chikwendu, 1999; Gupta et al., 2011;
Akpan et al., 2014

Dasmadhu e Harindran, 2014

Mann, 2012

Okoli et al., 2010

Coutinho et al., 2011

Coutinho et al., 2011

Coutinho et al., 2011

Coutinho et al., 2011

Offiah e Chikwendu, 1999; Tanko et al., 2008
Dasmadhu e Harindran, 2014

Mann, 2012

Okoli et al., 2010

Braga et al., 2007; Akinmoladun et al., 2010;
Kumar et al., 2011; Gupta et al., 2015
Djeussi et al., 2013

Akpan et al., 2014

Mann, 2012

Koubala et al., 2013

Akinmoladun et al., 2010

Djeussi et al., 2013
Coutinho et al., 2011

Oboh et al., 2008; Tanko et al., 2008; Gupta et
al., 2011; Lee et al., 2013; Gontijo et al., 2014
Gupta et al., 2011

Bora et al., 2011; Mann, 2012

Koubala et al., 2013

Gupta et al., 2011

Oboh et al., 2008

Braga et al., 2007; Akinmoladun et al., 2010;
Okoli et al., 2010; Gupta et al., 2011; Kumar et
al., 2011; Gupta et al., 2015

Braga et al., 2007

Coutinho et al., 2011

Coutinho et al., 2011

Coutinho et al., 2011

Coutinho et al., 2011

Coutinho et al., 2011

Oboh et al., 2008; Chiu et al., 2013; Lee et al.,
2013; Ze-Long et al., 2013

Chiu et al., 2013

Dasmadhu e Harindran, 2014

Boraet al., 2011

Oboh et al., 2008

Gupta et al., 2015

Djeussi et al., 2013

Okoli et al., 2010

Tanko et al., 2008; Akpan et al., 2014; Gontijo,
Fietto e Leite, 2014

Nweze e Eze, 2009; Koubala et al., 2013;
Dasmadhu e Harindran, 2014

Mann, 2012
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EM F Braga et al., 2007; Okoli et al., 2010; Gupta et
al., 2011; Kumar et al., 2011
Taninos EA F Offiah e Chikwendu, 1999; Tanko et al., 2008;
Gupta et al., 2011; Akpan et al., 2014; Gontijo et
al., 2014
EE F Nweze e Eze, 2009; Koubala et al., 2013
PA Mann, 2012
EH F Coutinho et al., 2011
EM PA Djeussi et al., 2013
F Braga et al., 2007; Akinmoladun et al., 2010;
Okoli et al., 2010; Coutinho et al., 2011; Gupta et
al., 2011; Kumar et al., 2011; Gupta et al., 2015
I Braga et al., 2007
Terpenos EA F Tanko et al., 2008; Gupta et al., 2011
EC F Guptaet al., 2011
EE F Nweze e Eze, 2009; Koubala et al., 2013
PA Bora et al., 2011; Mann, 2012
EP F Okoli et al., 2010; Gupta et al., 2011
EH F Coutinho et al., 2011
EM F Akinmoladun et al., 2010; Coutinho et al., 2011;
Gupta et al., 2011; Kumar et al., 2011; Gupta et
al., 2015
Triterpenos EA F Offiah e Chikwendu, 1999
EM I Braga et al., 2007
PA Djeussi et al., 2013
Xantonas EH F Coutinho et al., 2011
EM F Coutinho et al., 2011

Legenda: EE = extrato etandlico; EA = extrato aquoso; EM = extrato metandlico; EH = extrato hexanico; EC = extrato cloroférmico;

EP = extrato em éter de petrdleo; F = folha; I = inflorescéncia; PA = parte aérea

Os componentes dos 6leos essenciais sdo
0s compostos mais estudados quimicamente nessa
espécie  vegetal, onde o0s monoterpenos
sobressaem-se como a classe quimica mais
abundante, seguidos pelos sesquiterpenos. A
extragdo predominante nesses estudos é
hidrodestilagcao (Tabela 2)

A hidrodestilacio € o  método
convencional de extracdo dos 6leos essenciais e se
baseia na evaporacdo desses compostos por
aquecimento da dgua ou outros solventes seguido
pela liquefacdo dos vapores em um condensador
(RASSEM et al., 2016).

Tabela 2 - Componentes quimicos identificados no dleo essencial de Ocimum gratissimum L. em estudos publicados

entre 1999 e 2016.

Componente Parte usada  Referéncia
Fenilpropanoide
eugenol F Silva et al., 1999; Vieira et al., 2001; Lahlou et al., 2004; Lemos et al.,
2005; Faria et al., 2006; Freire et al., 2006; Ueda-Nakamura et al., 2006;
Matasyoh et al., 2007; Pereira e Maia, 2007; Matasyoh et al., 2008;
Oliveira et al., 2009; Borges et al., 2012; Saha et al., 2013; Boijink et al.,
2016; Oliveira et al., 2016; Ribeiro et al., 2016; Smitha e Tripathy, 2016
1 Silva et al., 2010; Smitha e Tripathy, 2016
PA Faria et al., 2006; Joshi, 2013
metil-eugenol F Matasyoh et al., 2007; Matasyoh et al., 2008
metil-iso-eugenol F Smitha e Tripathy, 2016; Sumitha e Thoppil, 2016
1 Smitha e Tripathy, 2016
Monoterpeno
1,3,8-p-metatrieno F Nguemtchouin et al., 2013
1,8-cineol F Silva et al., 1999; Vieira et al., 2001; Ngassouma et al., 2003; Lahlou et
al., 2004; Tchoumbougnang et al., 2005; Freire et al., 2006; Tatsadjieu et
al., 2008; Oliveira et al., 2009; Boijink et al., 2016; Oliveira et al., 2016;
Ribeiro et al., 2016
PA Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014
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Ngassouma et al., 2003; Tatsadjieu et al., 2008

Silva et al., 1999; Boijink et al., 2016; Ribeiro et al., 2016

Ngassouma et al., 2003; Tchoumbougnang et al., 2005; Nguemtchouin et
al., 2013

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Silva et al., 1999; Lahlou et al., 2004; Tchoumbougnang et al., 2005;
Freire et al., 2006; Tamgue et al., 2011; Nguemtchouin et al., 2013; Saha
et al., 2013; Boijink et al., 2016; Ribeiro et al., 2016

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Lemos et al., 2005; Tchoumbougnang et al., 2005; Tamgue et al., 2011;
Nguemtchouin et al., 2013

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Silva et al., 1999; Ngassouma et al., 2003; Lahlou et al., 2004;
Tchoumbougnang et al., 2005; Freire et al., 2006; Boijink et al., 2016;
Ribeiro et al., 2016

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Ngassouma et al., 2003

Tchoumbougnang et al., 2005; Tamgue et al., 2011; Nguemtchouin et
al., 2013; Smitha e Tripathy, 2016

Smitha e Tripathy, 2016

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Tatsadjieu et al., 2008

Tchoumbougnang et al., 2005; Tatsadjieu et al., 2008
Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Lemos et al., 2005; Tchoumbougnang et al., 2005; Nguemtchouin et al.,
2013

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Nguemtchouin et al., 2013

Oliveira et al., 2016

Tchoumbougnang et al., 2005; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Lahlou et al., 2004; Tchoumbougnang et al., 2005; Freire et al., 2006;
Matasyoh et al., 2007; Matasyoh et al., 2008; Tamgue et al., 2011;
Nguemtchouin et al., 2013; Saha et al., 2013; Boijink et al., 2016;
Oliveira et al., 2016; Ribeiro et al., 2016

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Tatsadjieu et al., 2008

Tatsadjieu et al., 2008

Tatsadjieu et al., 2008

Tchoumbougnang et al., 2005

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Boijink et al., 2016; Ribeiro et al., 2016

Vieira et al., 2001; Ngassouma et al., 2003; Lemos et al., 2005;
Tchoumbougnang et al., 2005; Tamgue et al., 2011; Nguemtchouin et
al., 2013; Hzounda et al., 2016

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Vieira et al., 2001

Bonou et al., 2016

Joshi, 2013

Lemos et al., 2005

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Vieira et al., 2001; Ngassouma et al., 2003; Lemos et al., 2005;
Tchoumbougnang et al., 2005; Tatsadjieu et al., 2008; Tamgue et al.,
2011; Nguemtchouin et al., 2013; Bonou et al., 2016
Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Nguemtchouin et al., 2013

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Tamgue et al., 2011

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Vieira et al., 2001; Tchoumbougnang et al., 2005; Tamgue et al., 2011;
Nguemtchouin et al., 2013

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Tchoumbougnang et al., 2005; Matasyoh et al., 2007; Matasyoh et al.,
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2008; Tamgue et al., 2011; Saha et al., 2013

Lemos et al., 2005; Tatsadjieu et al., 2008; Tamgue et al., 2011;
Nguemtchouin et al., 2013

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Saha et al., 2013

Joshi, 2013

Lahlou et al.,, 2004; Matasyoh et al., 2007; Matasyoh et al., 2008;
Boijink et al., 2016; Ribeiro et al., 2016

Saha et al., 2013

Tchoumbougnang et al., 2005

Tchoumbougnang et al., 2005

Tchoumbougnang et al., 2005; Saha et al., 2013

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Ngassouma et al., 2003; Tatsadjieu et al., 2008

Vieira et al., 2001

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Vieira et al., 2001; Saha et al., 2013

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Tamgue et al., 2011

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Ngassouma et al., 2003; Tchoumbougnang et al., 2005; Tatsadjieu et al.,
2008; Tamgue et al., 2011; Nguemtchouin et al., 2013
Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Silva et al., 1999; Lahlou et al., 2004; Tchoumbougnang et al., 2005;
Freire, Marques e Costa, 2006; Tatsadjieu et al., 2008; Tamgue et al.,
2011; Nguemtchouin et al., 2013; Saha et al., 2013; Boijink et al., 2016;
Ribeiro et al., 2016; Sumitha e Thoppil, 2016

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Silva et al.,, 1999; Lahlou et al., 2004; Lemos et al.,, 2005;
Tchoumbougnang et al., 2005; Freire et al., 2006; Tatsadjieu et al., 2008;
Tamgue et al., 2011; Nguemtchouin et al., 2013; Boijink et al., 2016;
Bonou et al., 2016; Ribeiro et al., 2016

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Nguemtchouin et al., 2013

Tchoumbougnang et al., 2005

Tchoumbougnang et al., 2005; Freire et al., 2006; Tatsadjieu et al., 2008;
Nguemtchouin et al., 2013; Boijink et al., 2016; Ribeiro et al., 2016

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Tchoumbougnang et al., 2005; Tatsadjieu et al., 2008; Tamgue et al.,
2011; Nguemtchouin et al., 2013

Vieira et al., 2001; Lemos et al., 2005

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Vieira et al., 2001; Tchoumbougnang et al., 2005; Tatsadjieu et al., 2008

Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Joshi, 2013

Matasyoh et al., 2007; Matasyoh et al., 2008; Boijink et al., 2016;
Ribeiro et al., 2016

Tatsadjieu et al., 2008

Nguemtchouin et al., 2013

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014
Sumitha e Thoppil, 2016

Sumitha e Thoppil, 2016

Sumitha e Thoppil, 2016

Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014
Sumitha e Thoppil, 2016
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octahidro-7-metil-4-metileno-1-(1-
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Matasyoh et al., 2007; Matasyoh et al., 2008

Silva et al., 1999; Ngassouma et al., 2003; Lemos et al., 2005;
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bergamoteno F Sumitha e Thoppil, 2016
bisaboleno F Tatsadjieu et al., 2008
cariofileno F Sumitha e Thoppil, 2016
cis-f-guaieno F Lemos et al., 2005
cis-muurola-4-(14),5-dieno PA Joshi, 2013
copaeno F Sumitha e Thoppil, 2016
curlono F Sumitha e Thoppil, 2016
epi-cubebol PA Joshi, 2013
espatulenol F Vieira et al., 2001; Lemos et al., 2005
germacreno A F Freire et al., 2006
germacreno D F Lahlou et al., 2004; Lemos et al., 2005; Tchoumbougnang et al., 2005;
Freire et al.,, 2006; Matasyoh et al., 2007; Matasyoh et al., 2008;
Nguemtchouin et al., 2013; Oliveira et al., 2016
PA Joshi, 2013; Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014
isolongifoleno F Smitha e Tripathy, 2016
1 Smitha e Tripathy, 2016
nerolidol F Tchoumbougnang et al., 2005
oxido-cariofileno F Lemos et al., 2005; Tatsadjieu et al., 2008; Nguemtchouin et al., 2013;
Sumitha e Thoppil, 2016
PA Kpadonou-Kpoviessi et al., 2014
T-cadinol F Tchoumbougnang et al., 2005
trans-cariofileno F Lahlou et al., 2004; Freire et al., 2006; Matasyoh et al., 2007; Matasyoh
et al., 2008
turmerono F Sumitha e Thoppil, 2016
trans-muurola-4-(14),5-dieno PA Joshi, 2013

Legenda: F = folha; I = inflorescéncia; PA = parte aérea

Em geral, os terpenoides sdo
predominantes nos 6leos essenciais das plantas,
mas muitos desses 6leos sao constituidos também
por fenilpropanoides (SANGWAN et al., 2001),
como no caso de Ocimum gratissimum, que
apresenta, inclusive, o fenilpropanoide eugenol
como um dos compostos mais identificados no
seu Oleo essencial (Tabela 2). E importante frisar
que terpenos e fenilpropanoides possuem rotas
biossintéticas distintas: os terpenos sdo originados
pelas vias do 4cido mevaldnico e do metileritritol-
fosfato (DUDAREVA et al., 2013), enquanto que
os fenilpropanoides sdo formados pela via do
dcido chiquimico (TAN e NISHIDA, 2012). As
estruturas quimicas dos componentes mais
isolados e identificados no Odleo essencial de
Ocimum gratissimum L. estdo dispostas na Figura
1.

Os 6leos essenciais presentes nos vegetais
consistem em uma mistura complexa de
compostos quimicos, cada uma das quais tem
certas propriedades quimicas e fisicas que, em
combinacdo com suas diferentes proporc¢des, ddo
aos Oleos essenciais caracteristicas distintivas. As
diferencas no aroma entre os tipos de plantas
resultam de diferencas na volatilidade e
quantidade de produtos quimicos nos O6leos
essenciais (FIGUEIREDO et al.,, 2008) e isso
pode, inclusive, impactar na qualidade do dleo
essencial.
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A composi¢do quimica do d6leo essencial
das folhas e da inflorescéncia de Ocimum
gratissimum  apresenta  grandes  alteracdes
dependendo da localizacdo geografica, fase de
crescimento e época de coleta (SMITHA e
TRIPATHY, 2016). Os componentes majoritirios
do 6leo essencial das folhas dessa espécie podem
variar de zero a 98,02% devido apenas a
diferencas na hora de coleta (SILVA et al., 1999),
sendo recomendada a colheita das suas folhas pela
manha ou entre 11 e 13 horas, periodo em que o
teor de eugenol é mais elevado (PEREIRA e
MOREIRA, 2011).

A sintese dos metabdlitos secundarios
depende diretamente da produgdo dos metabdlitos
primdrios resultantes de processos fisioldgicos
basicos dos vegetais, como fotossintese e
glicdlise. Qualquer fator capaz de alterar os
mecanismos fisioldgicos do vegetal, como luz,
temperatura, vento, umidade e potencial hidrico,
acarreta na maior ou menor produgcdo de
metabdlitos primdrios, como carboidratos e
protefnas, e consequentemente, altera a producdo
de metabdlitos secundarios, como heterosideos
cianogénicos, resinas, fendis simples, taninos,
terpenos, saponinas, flavonoides, antocianinas,
antocianidinas, alcaloides, cumarinas € oS
componentes de 6leos essenciais (TAIZ et al.,
2014).

Fatores intrinsecos, relacionados a
genética da planta, como a disponibilidade de
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pigmentos fotossintetizantes ou de enzimas e
cofatores, assim como os fatores extrinsecos,
decorrentes do ambiente no qual a planta se
encontra, podem redirecionar a rota metabdlica,
ocasionando a biossintese de diferentes
compostos. Ressalta-se que os fatores extrinsecos
podem apresentar correlacdes entre si, ndo
atuando isoladamente, podendo exercer influéncia
conjunta no metabolismo secundirio do vegetal
(MORALIS, 2009; SIMOES et al., 2017).
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Dentre os diversos fatores abidticos que
influenciam a sintese de metabdlitos primdrios e
secunddrios no vegetal merecem destaque: as
interagdes  planta/planta,  planta/insetos e
planta/micro-organismos; idade e estigio de
desenvolvimento; luminosidade; temperatura;
sazonalidade; pluviosidade; nutricdo; época e
horério de coleta; bem como técnicas de colheita e
pés—colheita (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Os o6leos essenciais sdo tdo importantes
em Ocimum gratisismum que até oS seus
componentes majoritdrios sdo utilizados na
identificacdo de quimitipos da espécie. Verma et
al. (2013), por exemplo, citam um quimiotipo
caracterizado pela presenca de eugenol, (Z)-f-
ocimeno, germacreno D e (E)-cariofileno, como
constituintes majoritdrios do dleo essencial da
parte aérea dessa planta. No entanto, existem até
trés quimiotipos para essa espécie, estabelecidos
em funcdo do principal componente majoritirio
do dleo essencial das suas folhas: eugenol,
geraniol e timol (VIEIRA et al., 2001; VIANNA,
2009; CAROVIE-STANKO et al., 2011).

Estudos de variabilidade quimica do 6leo
essencial em relacdo aos fatores ambientais
podem fornecer informagdes sobre o que
determina seu polimorfismo quimico (ZOUARI et
al., 2012).

No 6leo essencial das folhas de Ocimum
gratissimum também foram relatadas as presencas
de: vanilina (JOSHI, 2013; SAHA et al., 2013);
dcido palmitico (VENUPRASAD et al., 2014);
octan-3-one (KPADONOU-KPOVIESSI et al.,
2014); vitamina E; metil-éster-iso-palmitico;
anidrido palmitico; 4cido metil-éster 7,10-
octadecadienoico; acido metil-éster 7,10,13-
hexadecatrienoico; acido metil-éster 6,9,12,15-
docosatetraenoico; 1,3,7,7-tetrametil-; murolano-
3,9(11)-dieno-10-peroxi; 1-(2,5-dimetoxifenil)-
propanol; 2-(4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,7-
octahidro-naftalen-2-il)-prop-2-en-1-ol; 2-metil-
5-(1)-ciclopenteno-1-metanol; cardol; 4,4,11,11-
tetrametil-7-tetraciclo [6.2.1.0(3.8)0(3.9)]
undecanol; 4-bromo-2-adamantanol; 2-benzil-2-
metil-1,3-oxatiolano; ledeno; spirio-10-(2,11-
dioxabiciclo[4.4.1]undeca-3,5-dieno)-2'-
(oxirano); spatulenol; 4-(dimetoximetil)-1,2-
dimetoxi-benzeno (ddb); 4-hidroxi-2-
metoxibenzaldeido; a-canfolenal; coniferil; acido
verétrico; 1-(4-isopropoxi-3-metoxifenil)-
propan-2-ona; 4-hidroxi-2-metilacetofenona;
metil-veratril; (E)-metil cinamato; 1,3,3-trimetil-
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6-azabiciclo[3.2.1]octano;
azabiciclo(2,2,2)octano-2);  3,9-epoxipregn-16-
en-20-one, 3-metoxi-7,11,18-triacetoxi-; 3f-
(acetiloxi)-5-hidroxi-6f,16a-dimetilpregnan-20-
one; y-sitosterol; 3-alil-6-metoxifenol; 2-etenil-
benzofurano; acido metil-éster-diidroorotato; 3-
metoximetil-2,5,5,8a-tetrametil-6,7,8,8a-
tetrahidro-2h-cromeno; 1-(1-hidroxibutil)-2,5-
dimetoxibenzeno; 2-amino-4,5,6,7-tetrahidro-1-;
benzotiofeno-3-carbonitrila (SUMITHA e
THOPPIL, 2016); 1-metil-4(1-metiletenil)-
benzeno (mmb); acetato de bornila (TAMGUE et
al., 2011), hexanal-2 (TATSADIJIEU et al., 2008);
acetato de linalil (TCHOUMBOUGNANG et al.,
2005); metil-salicilato (JOSHLI, 2013);
metoxibenzeno (VIEIRA et al., 2001).

A importancia da identificacdo quimica de
uma espécie vegetal de uso medicinal estd na
possibilidade de se elucidar os responsdveis pela
acdo farmacolégica exibida pela planta. Nesse
sentido, destaca-se o eugenol, considerado o
responsavel pela propriedade antisséptica do 6leo
essencial de Ocimum gratissimum (NAKAMURA
et al.,, 1999), e o 4cido chicérico, ao qual é
atribuida a atividade hipoglicemiante das folhas
dessa espécie vegetal (CASANOVA et al., 2014).

De modo geral, os compostos fendlicos
se destacam, pois uma das principais atividades
farmacolégicas de Ocimum gratissimum, a
antioxidante, ¢ atribuida a esses compostos das
classes: polifenois (OBOH et al., 2008;
AKINMOLADUN et al., 2010; CHIU et al., 2013;
VENUPRASAD et al., 2014; HZOUNDA et al.,
2016), flavonoides (OBOH et al., 2008;
AKINMOLADUN et al., 2010; GONTIIO et al.,
2014; VENUPRASAD et al., 2014), esteroides,
terpenos e alcaloides (AKINMOLADUN et al.,
2010).

4-(5-etenil-1-

3 Conclusao

Os estudos quimicos com Ocimum
gratissimum ainda sao escassos € se concentram
principalmente no 6leo essencial de suas folhas.
H4 caréncia de pesquisas em relagdo aos efeitos
de fatores abidticos sobre sua sintese metabdlica
e, consequentemente, sobre seus componentes
quimicos. Faltam estudos aprofundados sobre
substancias quimicas isoladas e identificadas
cientificamente = como  responsdveis  pelas
atividades bioldgicas dessa espécie vegetal.
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Divulgacao

Este artigo de revisdo € inédito e ndo estd sendo
considerado para qualquer outra publicacdo. Os
autores e revisores nao relataram qualquer conflito
de interesse durante a sua avaliacdo. Logo, a
revista Scientia Amazonia detém os direitos
autorais, tem a aprovacdo e a permissdo dos
autores para divulgacdo, deste artigo, por meio
eletrdnico.
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