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RESUMO

A espécie Ocimum gratissimum L. (Lamiaceae) é vastamente conhecida em varias
regides do mundo, devido as suas propriedades condimentares, culinarias e medicinais. Além
disto, o dleo essencial desta espécie possui atividade antifingica e antioxidante, permitindo
sua aplicacdo comercial. Entretanto, ha um contratempo na producdo destes dleos essenciais,
sua sintese ocorre com um baixo rendimento. Por este motivo, estudos tem utilizado elicitores
para contornar este entrave. Os elicitores sdo compostos naturais ou sintéticos que atuam
mimetizando efeitos de estresse nas plantas, promovendo portanto a elicitacdo de respostas de
defesa nas mesmas. O fitohorménio acido salicilico, o qual ja esta relacionado ao processo de
resisténcia sistémica nas plantas, tem sido utilizado como um elicitor para otimizar a
producdo de metabdlitos secundarios. Um outro problema relacionado aos 6leos essenciais, é
a variabilidade existente no rendimento e qualidade que ocorre quando estes sdo extraidos de
folhas frescas ou secas. Portanto, objetivou-se utilizar o &cido salicilico para otimizar a
producdo do 6leo essencial de O. gratissimum, caracterizar as respostas fisiologicas e
bioguimicas envolvidas no processo de elicitacdo; bem como caracterizar tambem os 0leos
essenciais extraidos de folhas frescas e secas. As plantas foram divididas em duas condicGes,
plantas controle (com aplicacdo de agua) e plantas tratadas (com aplicacdo de 1mM de acido
salicilico). As extragOes dos Oleos essenciais, de folhas frescas e secas, foram realizadas 10
dias apos a elicitacdo. Foram realizadas também avaliages fisiologicas e bioguimicas, no
prazo de 10 dias apds aplicacéo do elicitor. Como esperado, a elicitacdo das plantas com acido
salicilico promoveu um aumento no teor do 0Oleo essencial de O. gratissimum. Os maiores
teores observados foram para as amostras de folhas frescas. Foi observado um teor de 89,42%
em folhas frescas e de 75,72% em folhas secas do composto majoritario eugenol. Além disto,
de acordo com os resultados mencionados, foi observado um aumento na sinalizacdo de
respostas de defesa nas plantas elicitadas, como o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes e da Fenilalanina Aménia Liase, e no teor de peroxido de hidrogénio e
peroxidacdo lipidica. Para as variaveis de crescimento ndo foram observadas diferencas entre
as condicdes. Enquanto para a quantificacdo de micro e macromoléculas as plantas tratadas
apresentaram um menor contetdo em proteina do que as plantas controle. A elicitacdo com
acido salicilico, portanto, otimizou a producéo de 6leo essencial em O. gratissimum, mediante
influencia no processo de sinalizacdo de defesa nas plantas. Ademais, um maior teor do 0leo
essencial e do composto majoritario eugenol foi obtido a partir da extracdo utilizando folhas
frescas.

Palavras-chave: Alfavaca, eugenol, acido salicilico, metabolismo secundario, sinalizagéo,
enzimas antioxidantes.



ABSTRACT

The species Ocimum gratissimum L. (Lamiaceae) is widely known in several regions of the
world, due to its condiment, culinary and medicinal properties. In addition, the essential oil of
this species has antifungal and antioxidant activity, allowing its commercial application.
However, there is an issue with the production of these essential oils, their synthesis occurs
with a low vyield. For this reason, studies have used elicitors to solve this obstacle. The
elicitors are natural or synthetic compounds that act mimicking the effects of stress on plants,
thus promoting the elicitation of defense responses. The phytohormone salicylic acid, which
is already related to the process of systemic resistance in plants, has been used as an elicitor to
optimize the production of secondary metabolites. Another problem related to essential oils, it
is the variability that occurs in yield and in the quality of the oils when they are extracted
from fresh or dried leaves. Therefore, it was proposed to use salicylic acid to optimize O.
gratissimum essential oil production, to characterize physiological and biochemical responses
involved in this process; as well as characterize the essential oils extracted from fresh and dry
leaves. The plants were divided into two conditions, control plants (with water spray) and
treated plants (spraying 1mM of salicylic acid). Extractions of essential oils from fresh and
dried leaves were carried out 10 days after elicitation. It was also performed physiological and
biochemical analysis within 10 days after the application of the elicitor. As expected, the
elicitation of plants with salicylic acid promoted an increase in the yield of O. gratissimum
essential oil. The highest yield was observed for fresh leaves. It was observed a content of
89.42% in fresh leaves and 75.72% in dry leaves of the major compound eugenol. In addition,
an increase in the signaling defense responses was observed in elicited plants, such as the
increase of antioxidant enzymes and Phenylalanine Ammonia Liase, and the content of
hydrogen peroxide and lipid peroxidation. For growth variables were not observed differences
between the conditions. For the quantification of micro and macromolecules treated plants
showed lower protein content than control plants. It was concluded that the elicitation with
salicylic acid optimized the production of essential oils in O. gratissimum, due to the process
of defense signaling in plants. In addition, a higher yield of essential oil and the major
compound, eugenol, was obtained from fresh leaf extraction.

Keywords: Alfavaca, eugenol, salicylic acid, secondary metabolism, signalization,
antioxidant enzymes.
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1 INTRODUCAO

Ao longo de geragbes e no mundo todo, faz-se uso do conhecimento popular sobre as
plantas medicinais para o tratamento de varias enfermidades, seja como chés ou até mesmo
em rituais religiosos. No entanto, ressalta-se que ha algum tempo as plantas medicinais vém
rompendo fronteiras e adquirindo espago na agricultura e no comércio, principalmente, tendo
em vista 0 aumento significativo da demanda e a conscientizacdo da populacao pela frequente
procura por alimentos e medicamentos naturais (BIZZO et al 2009; JUNIOR; PINTO e
MACIEL, 2005).

A partir das plantas medicinais sdo extraidos os 6leos essenciais, que sdo produto do
metabolismo secundario. O emprego mais classico e conhecido dos 0leos essenciais € nas
industrias de cosméticos, perfumaria e como aroma para alimentos. No entanto, estes podem
ainda ser utilizados como medicamentos em aromaterapia, como conservantes alimenticios,
repelentes dentre outros (BIZZO et al., 2009; BRITO et al., 2013). Estes 0leos essenciais sao
sintetizados muitas vezes pelas plantas para se protegerem contra algum tipo de estresse ou
para atracdo de polinizadores, entretanto, sdo produzidos em pequenas quantidades (KIM et
al., 2006). Desta forma uma maneira de aumentar sua producdo, uma vez que existe a
demanda por este produto, seria intensificar e induzir as vias de biossintese dos metabdlitos
secundarios. Para compreender as vias de sintese das mais variadas moléculas bioativas, bem
como os fatores determinantes nos processos de sintese, abordagens biotecnolégicas, como
aplicacdo de produtos tem sido estudadas (AHMAD et al., 2013; GANDHI; MAHAJAN e
BEDI, 2014).

Para tanto, pesquisas tem utilizado produtos naturais ou sintéticos, denominados
elicitores, com o intuito de intensificar a sintese de metabolitos secundarios em plantas
medicinais. Estes compostos atuam como sinalizadores em baixas concentracdes quando
aplicados nas plantas (AHMAD et al., 2013; LEE;PARK e PAEK, 2015; MANIVANNAN et
al., 2016). Os elicitores simulam o mecanismo de percepcdo e sinalizacdo que ocorre durante
a invasdo do patdgeno, resultando na expressdo diferencial de genes relacionados a defesa
(AHMAD et al., 2013; KOLAREVIC et al., 2015). Entretanto, a acdo destes compostos ird
depender de fatores como o tipo de elicitor utilizado, as concentracGes aplicadas, o tempo de
exposicdo ao elicitor, bem como a forma de aplicacdo e outros pardmetros que possibilitem a
indugdo do metabolismo sem que haja, contudo, problemas celulares indesejaveis envolvidos
(DOUSSEAU et al., 2016).
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O é&cido salicilico (AS) é um exemplo de elicitor. Naturalmente estd presente nas
plantas como um fitohormdnio. Do ponto de vista quimico, 0 AS é um composto fendlico
sintetizado na rota do &cido chiquimico. Como fitohorménio esta envolvido em respostas de
crescimento e desenvolvimento, mas além disto participa em processos de sinalizacdo de
resposta sistémica a situacdes de estresses bidticos e abidticos. Influenciando portanto, na
ativacdo de antioxidantes enziméticos e ndo enziméticos, como os compostos fendlicos por
exemplo (GONDOR et al., 2016; KANG, LI e GUO, 2014; KHAN et al., 2015; VLOT,
DEMPSEY e KLESSING, 2009). Estudos realizados com AS como elicitor, tem demonstrado
que é possivel aumentar a sintese destes compostos secundarios a partir da elicitacdo das
plantas (GHARIB, 2006; GONDOR et al., 2016; KOLAREVIC et al., 2015).

O género Ocimum (Lamiaceae) possui varias espécies com propriedades medicinais,
aromaticas e condimentares conhecidas mundialmente. A especie Ocimum gratissimum L.
conhecida popularmente como alfavaca, é utilizada no tratamento de diarréia, gripe,
reumatismo e paralisia, ainda possui acdo expectorante e carminativa. As propriedades do seu
Oleo essencial estendem-se as atividades antifungicas, anti-aflatoxigénicas e antioxidantes
(DAMBOLENA et al., 2010; PRAKASH et al., 2011). Para O. gratissimum sdo conhecidos
alguns quimiotipos de acordo com a composi¢do quimica majoritaria de seu 0leo essencial,
estes sdo: quimiotipo eugenol, timol, citral, linalol e cinamato de etil (NGUEMTCHOUIN et
al., 2013). No Brasil, a espécie O. gratissimum L. esta presente na lista de espécies vegetais
com potencial para gerar produtos de interesse ao SUS (Sistema Unico de Salde)
(RENISUS), o que justifica e incentiva mais uma vez investimentos em pesquisas com a
espécie (BRASIL, 2015).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influencia do elicitor
acido salicilico, na producdo e qualidade do Oleo essencial da espécie O. gratissimum,
extraidos de folhas frescas e secas, bem como caracterizar respostas fisioldgicas e

bioguimicas causadas pela elicitacdo nas plantas.
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracterizacdo da espécie
O género Ocimum, pertencente a familia Lamiaceae, apresenta varias espécies com

propriedades medicinais, aromaticas e condimentares conhecidas mundialmente (LORENZI

& MATOS, 2008). A espécie Ocimum gratissimum L. tem como berco de origem a Africa,
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mas também é encontrada ao longo da América, Asia e India (EGESIE et al., 2006; VIEIRA
et al., 2001). Esta espécie é conhecida como alfavaca ou alfavaca-cravo. E um subarbusto
aromatico, ereto, com até um metro de altura. Suas folhas sdo ovalado-lanceoladas, com
bordos duplamente dentados, membranéceas, de 4-8 cm de comprimento (FIGURA 1).
Apresenta inflorescéncias brancas, dispostas em racemos paniculados eretos e, geralmente,
em grupos de trés. Possui frutos do tipo cépsula, pequenos, possuindo quatro sementes
esféricas (LORENZI & MATOS, 2008).

Figura 1 - Fotos da espécie Ocimum gratissimum L. Aspecto geral (A) e detalhe da

inflorescéncia (B).

Fonte: Do autor (2016)

Na medicina tradicional, as folhas desta planta sdo utilizadas na preparacdo de chas
com propriedades antigripais, no tratamento de diarréia, reumatismo, paralisia, doencas
mentais, ainda possui acao expectorante, carminativa, (DAMBOLENA et al., 2010; PRABHU
et al., 2009; PRAKASH et al., 2011) possuem efeitos hiperglicémicos (EGESIE et al., 2006) e
varias outras peculiaridades (PRABHU et al., 2009). Além disto, o Oleo essencial desta
espécie apresenta ainda atividades antifungicas, anti-aflatoxigénicas e bioinseticidas, o qual
pode ser utilizado para o tratamento de produtos a fim de serem armazenados
(NGUEMTCHOUIN et al., 2013). Estas atividades do 6leo essencial sdo em grande parte
atribuidas ao composto majoritario eugenol. Todavia, a relagdo sinérgica entre 0s outros
compostos pode existir e ser elementar em alguns casos, mesmo quando presente em baixas
concentracdes (OLIVEIRA et al., 2016).
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As propriedades descritas para a espécie estdo de maneira geral associadas a utilizagdo
de extratos da parte aérea. No entanto, O. gratissimum possui ainda uma notavel atividade
antioxidante que esta presente na planta como um todo, seja em seu chd, extratos, 6leo
essencial ou pelo isolamento de um de seus compostos ativos responsaveis por esta
caracteristica, o eugenol (MAHAPATRA e ROY, 2014).

Diante do exposto, € possivel compreender o qudo consideravel sdo as propriedades
relacionadas a esta espécie. Por isso, no Brasil, 0 O. gratissimum estd presente na lista de
espécies vegetais com potencial para gerar produtos de interesse ao SUS (RENISUS),
justificando, portanto, a escolha da espécie para investimentos em pesquisas (BRASIL, 2015).

2.2 Metabolismo secundario e 0leo essencial

Os oleos essenciais, produtos do metabolismo secundario, sdo constituidos
basicamente por compostos volateis pertencentes a classe dos terpenos (mono e
sesquiterpenos) e dos fenilpropanoides (KANG et al., 2015).

Os terpenos sdo sintetizados por duas rotas metabdlicas que utilizam esqueletos de
carbono provenientes do metabolismo primario. Na rota do &cido mevaldnico, trés moléculas
de acetil-CoA presentes no citoplasma sdo unidas para formar o acido meval6nico. Esse
intermediario segue por varias reacdes (pirofosforilacdo, descarboxilacdo, desidratacdo) para
entdo produzir o isopentenil difosfato (IPP), precursor inicial para a sintese dos demais
terpenos. A segunda rota, conhecida como rota do metileritritiol fosfato (MEP) ocorre em
cloroplastos e demais plastidios. Nesta via, o piruvato derivado da glicolise e o gliceraldeido-
3-fosfato proveniente do ciclo de Calvin unem-se para formar um intermediario que
rapidamente € convertido em IPP. A partir do IPP, os demais compostos terpénicos sao
sintetizados (BARROS, ZAMBARDA e HEINZMANN, 2009; KANG et al., 2015).

O grupo dos fenilpropandides € sintetizado a partir da via do chiquimato por meio dos
aminoacidos aromaticos, fenilalanina e tirosina, o Ultimo com menor participacao
(SANGWAN et al., 2001; VOGT, 2010). Em condi¢cdes normais, parte do carbono fixado no
metabolismo primario, 20%, passa por meio desta via de metabolismo secundario. As
enzimas fenilalanina aménia liase (PAL) e tirosina aménia liase (TAL) fazem parte de reacdes
importantes na formacéo de fenilpropandides, sendo largamente estudadas (VOGT, 2010). A
PAL realiza a conversdo de fenilalanina em &cido trans-cindmico, por meio da desaminagao
da L-fenilalanina. Esta enzima € regulada por fatores ambientais e bidticos. Diferentes

compostos fenolicos, presentes na sintese de ligninas, flavonodides, cumarinas e ésteres,
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podem ser formados a partir do &cido trans-cindmico apds sua ativacdo. Um outro produto
advindo desta via € o &cido salicilico, sendo o acido trans-cindmico convertido a acido
benzoico e logo em &cido salicilico (STANGARLIN et al., 2011).

Os fenilpropandides sdo considerados como agentes volateis e agem como toxinas
para insetos e micrébios, mas também como agentes polinizadores e para humanos,
considerados potentes analgésicos. Estes compostos sdo produzidos e estocados em tecidos
vegetativos para fins de defesa contra herbivoria e parasitismo por meio de fungos e bactérias.
Mas sdo também encontrados nos tecidos reprodutivos, como tecidos florais, para a emissao
volatil de compostos responsaveis pela atracdo de polinizadores (KOEDUKA et al., 2006).

Os 6leos essenciais sdo produzidos nas plantas, geralmente, em pequenas quantidades,
sendo portanto, inviavel a extracdo dos mesmos a partir de plantas em condi¢fes normais de
cultivo. Logo, varios autores tem realizado trabalhos com o intuito de aumentar a sintese e
producdo destes compostos, para que assim, estes possam ser utilizados para atender a
demanda de produtos farmacéuticos, cosméticos e para diversas industrias (AHMAD et al.,
2013; LEE, PARK e PAEK, 2015; MANIVANNAN et al., 2016).

2.3 Oleo essencial de O. gratissimum

Para O. gratissimum sdo conhecidos alguns quimiotipos de acordo com a composicao
majoritaria de seu Gleo essencial, estes s@o: quimiotipo eugenol, timol, citral, linalol, geraniol
e cinamato de etil. Entretanto, ainda existem variac6es intra-especificas quanto a composicao
quimica majoritaria dos dleos essenciais, devido as condicdes de cultivo, geogréaficas,
ambientais e meios de extracdo (NGUEMTCHOUIN et al., 2013; PRAKASH et al., 2011;
VIEIRA et al., 2001).

Portanto, os trabalhos desenvolvidos a partir da caracterizacdo dos 6leos essenciais de
O. gratissimum, demonstram haver sempre estas diferencas em sua composicdo. Dambolena
et al. (2010), encontraram os compostos eugenol, a-humuleno, z-B-ocimeno, linalol e canfora,
dentre outros em menor porcentagem nas amostras de Oleos essenciais extraidos de O.
gratissimum. Prakash et al. (2011), encontraram como componentes majoritarios os seguintes
compostos: metil cinamato, y-terpineno e 1,8-cineol. Enquanto, Santana et al. (2014),
encontraram 0s compostos: (Z)-B-ocimeno, eugenol, germacreno D, (E)-B-cariofileno, dentre
outros em menor porcentagem.

Dentre os compostos majoritarios, o eugenol (FIGURA 2), tendo o isoeugenol como

sua isoforma, possui uma gama de propriedades farmacoldgicas tais como, anestésica,
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antimicrobiana, antioxidante, anti-repelente, anti-carcinogénica e anti-inflamatdria. Além de
usos em cosméticos, perfumarias e como agentes aromatizantes. Ademais, 0 emprego deste
composto é consideravel seguro, por ser sintetizado naturalmente pelas plantas, sendo nédo
carcinogénico e ndo mutagénico (RAJA et al., 2015).

Figura 2 - Estrutura quimica de Eugenol.

CH=CH,
HoG™

OCH,
HO

Fonte: Raja et al. (2015).

2.4 Elicitacao

Os produtos do metabolismo secundario das plantas, como os 6leos essenciais, sdo de
grande interesse para industrias de diversas areas, como ja mencionado. Entretanto, por fins
ecoldgicos estes sdo produzidos em pequenas quantidades, sendo este portanto, um problema
para a producdo em larga escala de compostos secundarios. Para tanto, compostos quimicos,
denominados como elicitores tem sido utilizados na tentativa de aumentar a producdo de tais
compostos secundarios nas plantas. Os elicitores induzem respostas de defesa semelhantes
aquelas causadas durante uma infeccdo patogénica, por exemplo (ESTRADA et al., 2016;
ZHAO, DAVIS e VERPOORT, 2005). Os elicitores sdo compostos quimicos sintéticos ou
naturais que atuam como sinalizadores em baixas concentracdes. Esses compostos simulam o
mecanismo de percepcdo e sinalizacdo que ocorre durante a interacdo planta-patdgeno,
resultando na expressdo diferencial de genes relacionados a defesa sistémica adquirida
(AHMAD et al., 2013; DOUSSEAU et al., 2016; KOLAREVIC et al., 2015).

O reconhecimento dos elicitores e/ou de patdgenos pelas plantas, inicia-se por meio da
ligagdo dos mesmos a receptores localizados na membrana da célula atingida. Esta ligacdo
ativa enzimas, como a NADPH-oxidase, localizadas na membrana da célula vegetal que irdo
catalisar reacOes de reducdo do O, molecular. O ponto inicial da rota de transducéo de sinal é

a explosdo oxidativa que ocorre envolvendo a formacdo de espécies reativas de oxigénio
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(EROs), formadas inicialmente pela reducdo do oxigénio molecular. Tais compostos incluem
0 anion superéxido (O;"), peréxido de hidrogénio (H20.) e o radical hidroxila (OH") (HANN
et al., 2014; LEHMANN et al., 2015). Apds a explosao oxidativa varias respostas podem vir a
ser acionadas, tais como, influéncia direta sobre o patdgeno (quando for o caso);
fortalecimento das paredes celulares com ajuda das proteinas estruturais; fortalecimento das
membranas por meio da peroxidacdo lipidica e perda de sua fluidez; e a regulacdo da
expressdo de genes e fatores de transcricdo relacionados a respostas de resisténcia
(STANGARLIN et al., 2011). Ja uma segunda linha de resposta envolve a abertura dos canais
de célcio e o seu influxo transitério. Esse mensageiro secundario juntamente com as EROs
sdo fatores necessarios para a ativacao da enzima 6xido nitrico sintase, resultando no acimulo
de 6xido nitrico no interior celular. O Ca®*, 6xido nitrico e H,0, sd0 componentes da rota de
sinalizacdo que ativam a cascata de MAMPs cinases (padrdes moleculares associados a
patogenos), alterando a expressdo de genes relacionados a sintese de enzimas hidroliticas e
enzimas que participam do processo de formacdo de fitoalexinas, lignina e compostos
secundarios importantes no mecanismo de defesa da planta como: flavonoides, taninos,
terpenos, alcaloides, dentre outros (AGURLA e RAGHAVENDRA, 2016; LEHMANN et al.,
2015).

Vaérios estudos ja demonstraram a eficiéncia de elicitores na producdo de metabdlitos
secundarios. Até mesmo protocolos para producdo em escala comercial de componentes
bioativos para industrias ja sdéo demonstrados (AHMAD et al., 2013; LEE, PARK e PAEK,
2015; MANIVANNAN et al., 2016). Apesar da comprovada eficacia dos elicitores, novos
trabalhos neste contexto necessitam ser desenvolvidos visando a determinacdo de alguns
parametros como: tipo de elicitor utilizado, sua resposta para cada espécies, as concentracdes
aplicadas, o estaddio de desenvolvimento da planta, tempo de exposicdo ao eliciador, sua
forma de aplicacdo, dentre outros parametros que possibilitem a inducdo do metabolismo sem
que haja, contudo, problemas celulares indesejaveis envolvidos (DOUSSEAU et al., 2016;
PACHECO et al., 2016).

2.5 Acido salicilico

O AS é um composto fendlico derivado do metabolismo dos vegetais, podendo ser
sintetizado via corismato e/ou via fenilalanina (FIGURA 3). A enzima PAL converte o

aminodcido fenilalanina em acido cinamico e seus derivados até AS; e a partir do corismato, a
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enzima isocorismato sintase e isocorismato piruvato liase convertem, respectivamente,
corismato a isocorismato, e este a0 AS (VLOT et al., 2009). Presente naturalmente nas plantas
como um fitohorménio, o AS controla fung6es vitais como floragdo, movimento estomatico,
absorcdo ibnica, crescimento vegetal, dentre outros. Além destas fungdes, este fitohorménio
participa das sinalizagBes quimicas envolvidas na defesa contra patdgenos, podendo também
alterar a sintese e funcdo de outros fitohorménios vegetais, e influenciar na producgdo de
metabdlitos secundarios (KOLAREVIC et al., 2015). Durante a interacdo planta-patdgeno
poderd ocorrer um acumulo de AS, o qual participa da inducdo da resisténcia sistematica
adquirida (RSA), no local da infeccdo, podendo este direcionar-se também para outras partes
da planta sinalizando a resposta de defesa (RAHIMI et al., 2014; ZHAO et al., 2005).

Figura 3 - Representacdo esquematica da sintese de acido salicilico (SA/AS)

modificada.
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Fonte: VLOT etal. (2009).

O AS ja tem sido utilizado como elicitor para promover 0 aumento na producéo e teor
de produtos do metabolismo secundéario. Kolarevic et al. (2015), encontraram um aumento na
producdo de &cido rosmarinico e acido carnoésico em Salvia officinalis L. apds elicitacdo com
AS. Gondor et al. (2016), confirmam o aumento na biossintese de flavondides apos elicitacdo
de plantas de trigo com AS. Nair et al. (2013), trabalhando com Rauvolfia serpentina tiveram
um grande aumento nos compostos fenolicos apds elicitacdo com AS.

Outros estudos avaliam a aplicagcdo de AS em plantas que estejam passando por algum
tipo de estresse como seca, salinidade, altas temperaturas e frio. Os resultados tem

demonstrado que nestas condicdes o elicitor tem melhorado o desempenho das planta perante
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estas situacdes (ANAYA et al., 2015; GHARIB e HEGAZI, 2010; GU et al., 2016). O AS age
ndo somente diretamente na mitigacdo do estresse causado na planta, mas também influencia
a producdo de EROs para que seja iniciado o processo completo de sinalizacdo para a
producéo de defensores (GONDOR et al., 2016).

Além disto, tem sido observado, que existe uma varia¢do nos resultados obtidos nestes
trabalhos de acordo com a dose de AS utilizada, o tempo de exposicdo e a espécie de planta
utilizada (KHAN et al., 2016; RODRIGUES-BRANDAO et al., 2014). Necessitando portanto

de estudos neste sentido.

3 METODOLOGIA
3.1 Obtencao das plantas de O. gratissimum

As plantas matrizes utilizadas encontram-se no Horto de Plantas Medicinais do
Departamento de Agricultura (DAG), da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-
MG, com exsicata depositada no herbario da EPAMIG (Empresa de Pesquisa Agropecudria
de Minas Gerais), em Belo Horizonte, sob registro PAMG 57.857. As mudas de O.
gratissimum foram provenientes de propagacdo assexuada por meio de estacas. ApOs
enraizamento em bandejas de polipropileno expandido de 72 células, contento substrato
comercial Plantmax®, as mudas foram transplantadas com 50 dias para vasos plasticos, com
capacidade de 6L. O substrato utilizado foi composto por subsolo, areia e compostagem
organica, na proporcdo de 1:1:1. As caracteristicas fisico-quimicas do solo foram analisadas
pelo Laboratério de Analises de Solo do Departamento de Ciéncias do Solo da UFLA. Os
valores encontrados foram os seguintes: pH:7,1; P: 5,36mg/dm®; K: 65,83mg/dm®; Ca:
3,53cmol/dm®; Mg: 0,93 cmol/dm?®; Al: 0,06 cmol/dm®; H+Al: 1,00 cmol/dm®; V: 82,22%;
MO: 2,47 dag/Kg. Sendo gque, um enriquecimento com NPK por meio de solucdo nutritiva foi

realizado ajustando os valores para: N:19,2mg/Kg; P: 36,36mg/Kg; K:78,59mg/Kg.

3.2 Condicdes experimentais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Setor de Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras, entre os meses de abril a julho de 2017. As condigdes
ambientais foram monitoradas e as variaveis climaticas referentes a temperatura maxima,

minima e média (°C), umidade relativa (%) e insolagdo (h) encontram-se na Tabela 1. O
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delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC), sendo 2 condicdes; o controle
(plantas pulverizadas com &gua destilada) e a concentragdo de 1mM do elicitor AS
(concentracdo determinada conforme estudo prévio com dados ndo publicados); com 7 blocos
(6 plantas em cada bloco) com um total de 84 parcelas.

Para avaliacdo do 6leo essencial foram utilizadas 7 plantas de cada condi¢do (amostra
composta). Para avaliagdes de crescimento e quantificagdo de biomoléculas foram utilizadas 4
plantas para cada condicdo. Enquanto que, para avaliacdo do sistema antioxidante e enzimas
foram contabilizados como tratamentos as duas condi¢des (controle e AS) nos 4 tempos de

avaliacdo; resultando portanto em 8 tratamentos com 5 repetigdes.

Tabela 1 - Variaveis meteoroldgicas registradas no periodo de abril & maio de 2017 na
UFLA/Lavras — MG. Médias de temperatura maxima (TMAX), minima (TMIN) e
média (TMED) em °C, umidade relativa (UR) (%) e insolacdo (INSOL) (h).

TMAX (°C) TMIN (°C) TMED (°C) UR (%) INSOL (h)

abr/17 27,61 16,77 21,17 74,26 7,10
mai/17 25,09 14,87 18,91 77,87 6,10
jun/17 24,82 12,73 17,64 74,80 8,00
jul/17 23,13 10,92 16,24 66,27 7,9

Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET)

3.3 Elicitacao

As mudas passaram por um periodo de aclimatacdo (50 dias) apds serem
transplantadas para os vasos. Apos 48 dias estas foram submetidas a aplicacdo foliar do
elicitor. Para o presente trabalho foi determinada a concentracdo de 1mM de AS. A solucao de
AS foi aplicada nas plantas até o ponto de gotejamento (20mL), e as plantas controle
receberam agua destilada (20mL). Para evitar uma possivel deriva e feito do AS entre as
plantas, no momento da aplicacdo, cada tratamento foi protegido e por meio de placas de

papeldo.

3.4 Extracdo e andlise quimica do 6leo essencial

As extracOes de 6leo essencial foram realizadas no final do experimento, 10 dias apos
a aplicacdo do elicitor. Neste periodo as plantas estavam com 108 dias. Foram realizadas duas

extragdes, uma com folhas frescas e outra com folhas secas. Sendo que as amostras secas
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passaram por um processo de desidratagdo em estufa de circulagéo forcada a 40 °C. Para cada
extracdo foram utilizadas amostras compostas, foi selecionada uma planta por bloco,
totalizando 7 plantas intactas para cada tratamento. As folhas foram coletadas e pesadas (£35g
folhas frescas e 20g folhas secas) para extracdo do Oleo essencial através do processo de
hidrodestilacdo. O material vegetal juntamente com &gua destilada foram colocados em baldo
de vidro acoplado a um aparato de Clevenger, durante 90 minutos, obtendo-se um hidrolato.
O 06leo essencial obtido foi separado da agua por centrifugacéo, e coletado com o auxilio de
capilares de vidro. O material foi acondicionado em frascos de vidro &mbar, envoltos com
papel-aluminio e armazenados sob refrigeracdo. Para as amostras frescas a determinacdo da
umidade do material vegetal foi realizada utilizando o sistema de Dean e Stark, que baseia-se
no principio da imiscibilidade de solventes, no caso cicloexano e agua. Foram colocados em
um baldo de vidro 5g de material vegetal picado, juntamente com 80 mL de cicloexano. Apds
2 horas, 0 volume de agua presente no material vegetal foi quantificado. A determinacéo da
umidade foi realizada seguindo a metodologia descrita por Pimentel et al. (2006).

O rendimento da extracdo do Oleo essencial de folhas frescas foi determinado em
porcentagem de peso/peso (%p/p) em Base Livre de Umidade (BLU), utilizando a equacao 1,
enquanto o rendimento da extracdo do 6leo essencial de folhas secas foi determinado pela

equacao 2.

EQUACAO 1 - O rendimento do dleo essencial de folhas frescas foi obtido através da
seguinte equacdo: onde, R(%) corresponde ao rendimento do Gleo essencial (base livre de

umidade); PO é o peso do 6leo obtido apds a hidrodestilacéo e PA refere-se ao peso da amostra.

R (%) = 100 x PO/PA - (PA x umidade) / 5

EQUACAO 2 - O rendimento do 6leo essencial de folhas secas foi obtido através da seguinte
equacdo: onde, R(%) corresponde ao rendimento de 6leo essencial, PO é o peso do 6leo obtido apds a

hidrodestilacdo e PA refere-se ao peso da amostra.

R (%) = (PO/PA) x 100

A quantificacdo e andlise quimica dos constituintes do éleo essencial foram realizadas
no Laboratorio de Cromatografia do Departamento de Quimica da UFMG (Campus de Belo
Horizonte), pela combinacdo de técnicas de Cromatografia de Fase Gasosa de Alta Resolucéo
(CG-FID) acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM).
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Nas analises dos constituintes volateis do 6leo por Cromatografia de Fase Gasosa foi
utilizado um Cromatdgrafo a Gas HP 7820A (Agilent). As amostras foram diluidas em
cloroférmio (1%), sendo as condi¢des cromatograficas as segintes: Coluna: HP5 30m X
0,32mm x 0,25 um (Agilent). Temp.: Coluna: 50°C (3min), 3°C /min, até 220°C. Injetor:
220°C Split (1:50). Detector FID: 240°C. Gés de arraste: Hz a 3 ml/min. Vol. de injecéo: 2.0
ul. Software de aquisi¢do de dados: OPENLAB (Agilent).

As condi¢cdes do CG-EM foram as seguintes: As analises foram realizadas em um
equipamento GCMS-QP2010 ULTRA (Shimadzu). Coluna: Rxi-1MS 30m x 0,25mm x 0,25
um (Restek). Temp coluna: 50°C (3min), 3°C /min, até 220°C. Injetor: 220°C Split (1:50),
Interface CG-MS a 240°C. Detector MS (Impacto eletrénico a 70eV) a 220°C. Gas de
arraste: Hélio a 3.0 ml/min. Vol. de injegdo: 1.0 ul. Software de aquisi¢do de dados: GCMS
Solution (Shimadzu).

As concentragdes dos constituintes volateis de cada tratamento foram expressas pela
porcentagem média da area relativa dos picos cromatograficos.

Os constituintes volateis foram identificados por comparacdo dos seus indices de
retencdo relativos a coinjecdo de uma solucdo padrdo de n-alcanos e por comparacdo dos
espectros de massa do banco de dados da biblioteca espectral: NIST11 (NIST, 2011).

3.5 Caracterizagdo do crescimento

As medidas de crescimento constituidas pelos indicadores altura da parte aérea,
diametro do coleto, massa fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular, massa seca total
e razdo parte aérea raiz (PA/R= MSPA/MSRA), foram determinadas antes da aplicacdo do
elicitor (plantas com 98 dias) e 10 dias ap0s a aplicacdo do elicitor ao final do experimento
(plantas com 108 dias).

As medidas de crescimento em altura foram realizadas com régua graduada de 50 cm a
partir do coleto até o apice do ramos ortotropicos e o didmetro na regido do coleto com auxilio
de um paquimetro analdgico. Os valores de massa seca da parte aérea e raizes foram obtidos a
partir da secagem do material em estufa de circulacdo forcada a + 65 °C até atingir massa

constante, seguido de pesagem em balanga analitica de precisao.

3.6 Quantificacdo de macro e micromoléculas



22

Para a avaliacdo de macro e micromoléculas (biomoléculas) do metabolismo primério
a coleta do material foi realizada no fim do experimento (10 dias ap0s elicitagdo). Foram
coletados 3 pares de folhas completamente desenvolvidos em 4 plantas para cada condicdo, e
posteriormente secas em estufa de circulacdo forcada a £65 °C até atingir massa constante.

Na preparacdo do extrato 200mg de matéria seca juntamente com tampéo fosfato de
potassio 0,1M (pH7,0), foram levados ao banho-maria por 30min a 40°C, logo em seguida o
extrato foi centrifugado a 10.000 G durante 20min, sendo o sobrenadante coletado e o
processo de centrifugacdo repetido apo6s adicdo de mais tampdo, logo apds a nova coleta do
sobrenadante o material foi armazenado a -20°C.

Para a quantificacdo das biomoléculas agUcares solUveis totais, acucares redutores ,
proteinas totais e aminoacidos foram utilizados métodos espectrofotométricos da Antrona,
Acido Dinitrosalicilico - DNS , Bradford e Ninhidrina, cujos protocolos foram inicialmente
recomendados, respectivamente, por Yemm e Willis (1954); Miller (1959), Bradford (1976) e

Yemm e Coccking (1955), todos com modificacdes.

3.7 Analises do sistema antioxidante

Para analise do sistema antioxidante das plantas foram avaliadas as atividades das
enzimas Dismutase do Superdxido (SOD) e Catalase (CAT). Além da quantificacdo do teor
de peroxido de hidrogénio (H,0,) e peroxidacdo lipidica.

A coleta do material foi realizada entre 10 e 11 horas da manhd, em quatro tempos. Os
intervalos de coleta foram: O dias, representa a primeira coleta 60 minutos apds aplicacédo e 1,
2 e 3 dias apoés a elicitacdo. Foram selecionadas 5 plantas por tratamento e de cada planta
foram coletadas quatro folhas totalmente expandidas. As amostras foram armazenadas no
freezer a -80°C, até o preparo do extrato vegetal.

Para a obtencdo do extrato para a quantificacdo das enzimas SOD e CAT 200mg do
material vegetal armazenado foram macerados com nitrogénio liquido e antioxidante PVPP
(polivinilpolipirrolidona). O meio de extracdo foi composto por tampéo fosfato de potassio
100mM (pH 8,0), EDTA 0,1mM, &cido ascdrbico 10mM e agua destilada. Em cada microtubo
foi acrescentado 1500pL do meio de extragdo. O extrato foi centrifugado a 13000g por 10
minutos a 4°C, sendo o sobrenadante coletado para posterior analises.

Para a obtengdo do extrato para a quantificacdo de peroxido de hidrogénio (H20,) e
peroxidacao lipidica 200 mg do material vegetal armazenado foram macerados em nitrogénio

liquido e PVPP. Em cada microtubo contendo o extrato macerado foi adicionado 1500 pL de
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acido tricloroacético (TCA) 0,1% e submetido a centrifugacdo a 12000 g por 15 minutos, a 4°

C, sendo o sobrenadante coletado para posteriores analises.

3.7.1 Atividade da Dismutase do Superoxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada conforme metodologia descrita por
GIANNOPOLITIS & RIES (1977) com modificagdes, onde 5 pL do sobrenadante foi
pipetado em placa de acrilico visivel juntamente com o meio de incubacdo. O meio de
incubacdo foi composto por solucBes de tampdo fosfato de potéassio 100 mM (pH 7,8),
metionina 70 mM, EDTA 10 uM, NBT 1 mM, riboflavina 0,2 mM e agua destilada. Em
seguida, a placa foi iluminada com lampada fluorescente de 20W durante 7 minutos. A
atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorredugéo do azul de
nitrotetrazdlio (NBT). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 560 nm.

3.7.2 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por HAVIR &
MCHALE (1987), onde 9 pL do sobrenadante foi pipetado em placa de acrilico UV
juntamente com o meio de incubacdo. O meio de incubacao foi composto por tampéo fosfato
de potassio 200mM (pH 7,0), peroxido de hidrogénio 250mM e agua destilada. A atividade da
enzima foi determinada pelo consumo de H,O, a cada 15 segundos, durante 3 minutos,

através da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 240 nm.

3.7.3 Teor de peréxido de hidrogénio (H,0,)

O teor de peroxido de hidrogénio (H,O,) foi quantificado de acordo com a
metodologia proposta por ALEXIEVA et al. (2001). Para a quantificacdo foi utilizado uma
aliquota de 45uL do extrato mais 0 meio de reagdo, composto por tampédo fosfato de potéssio
10 mM (pH7,0) e iodeto de potassio 1 M. As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 390nm. O teor de H,0O, foi obtido por meio de

calculos, baseados na curva padrdo de peréxido de hidrogénio.
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3.7.4 Peroxidacéo lipidica

A quantificacdo da peroxidagdo lipidica foi obtida pelo método de TBARS (acido
tiobarbiturico). Para a quantificacdo foi utilizado uma aliquota de 125uL do extrato em
microtubo contendo 250uL do meio de reacdo. O meio de reacdo foi composto por solucgdes
de &cido tiobarbiturico (TBA) 0,5% e &cido tricloroacético (TCA) 10%. O extrato juntamente
com o0 meio de reacdo foi mantido incubado a 95°C por 30 minutos, e posteriormente
submetido ao resfriamento rapido em gelo para paralisar a reacdo. Apds a paralisacao, 200uL
do extrato foi pipetado em placa de acrilico. As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 535 e a 600nm. A peroxidacgdo lipidica foi
obtida por meio de célculos e expressa em nmol de MDA.g™* MF.

3.7.5 Fenilalanina amonia-liase (PAL)

Alem do sistema antioxidante enzimatico, foi avaliada também a atividade da
Fenilalanina amdnia-liase (PAL), principal enzima da via dos fenilpropandides. A coleta do
material foi a mesma para as enzimas do sistema antioxidante.

A atividade da enzima foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Mori,
Sakurai e Sakuta (2000), com modificacdes. Para a obtencdo do extrato, 300 mg do material
vegetal foi macerado com nitrogénio liquido e PVPP.

Em cada microtubo contendo o extrato macerado foi adicionado 1500uL do meio de
extracdo e submetido a centrifugacdo a 10000g por 15 minutos, a 4°C. O meio de extracéo foi
composto por tampdo fosfato de potassio 100mM (pH 7,0) e betamercaptoetanol 10mM. Apos
a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e 6pL do extrato vegetal pipetado em placa de
acrilico contendo o meio de incubagdo. O meio de incubacdo foi composto por tampao Tris-
HCL 100 mM (pH 8,8) e fenilalanina 50 mM. A incubacéo foi realizada em banho-maria a
38°C por 60min. Apds a incubacdo as leituras foram realizadas em espectrofotbmetro no

comprimento de onda de 280nm.

3.8 Analise estatistica

Apos coleta de dados, estes foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias
submetidas ao teste de Scott-Knott (p<0,05). O programa estatistico utilizado foi o SISVAR
versdo 5.6 (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teor dos 6leos essenciais

4.1.1 Influéncia do acido salicilico

Os Gleos essenciais extraidos das folhas de O. gratissimum apresentaram uma variagdo
no teor, devido a elicitagdo com AS (FIGURA 4). A elicitacdo destas plantas promoveu um
aumento no teor do 6leo essencial tanto em folhas frescas (28,5%) quanto em folhas secas
(13,0%). Vérios trabalhos relatam variagdes nos teores de Oleos essenciais e metabolitos
secundarios apoés elicitacdo com AS, como em Rivina humilis L. (KHAN, KUMAR e
GIRIDHAR, 2016) em Foeniculum vulgare Mill (Funcho) (HASHMI et al., 2012) e em
Rauvolfia serpentina Benth. Ex. Kurtz (NAIR et al., 2013). Gharib (2006) encontrou um
maior teor nos 6leos essenciais das especies Ocimum basilicum (26,52%) e Marjorana
hortensis (36,06%) quando estas foram elicitadas com AS. Um dado importante é que, 0
maior teor obtido para a espécie do género Ocimum foi na concentracdo de 1mM de AS,

conforme concentracao utilizada no presente trabalho.

Figura 4 - Teores de Oleo essencial extraidos de folhas frescas e secas de Ocimum
gratissimum 10 dias apds elicitacdo com 1mM de acido salicilico.
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Fonte: Do autor (2018)

O aumento observado nos teores dos Oleos essenciais ocorreu pelo fato do AS agir
como um elicitor, induzindo respostas de defesa nas plantas. Como mencionado os elicitores
agem mimetizando uma resposta nas plantas como se estas estivessem sendo atacadas por
patdgenos. Por isso mecanismos de defesa e resisténcia serdo acionados (GHANADI e
BAKHTIARIAN, 2013; GONDOR et al., 2016). Inicialmente, ocorrerd uma explosdo
oxidativa, a qual induzira a atividade do sistema antioxidante das plantas, como consequéncia,
fazem com que as plantas possam também produzir, em sua grande maioria, estes compostos
secundarios como forma de defesa (MANIVANNAN et al., 2016), como o0s terpenos e
fenilpropanoides encontrados nos 6leos essenciais, por exemplo (KANG, LI e GUO, 2014;
SZYMANOWSKA et al., 2015). Além disso, o0 AS também é um horménio vegetal, o qual
possui papel importante nas plantas no sistema de defesa sistémico. Neste processo 0 AS ira
se deslocar interiormente nas plantas como um sinalizador, promovendo direto e
indiretamente a ativacdo de genes responsaveis pelos processos de resposta de defesa (KHAN
et al., 2015; VLOT, DEMPSEY e KLESSIG 2009).

4.1.2 Influéncia do tipo de material vegetal

Com os valores encontrados para os teores dos 6leos essenciais de O. gratissimum a
maior porcentagem foi observada nos dleos extraidos de folhas frescas (FIGURA 4).
Pirbalouti, Salehi e Craker (2017) observaram um mesmo comportamento para o teor do 0leo
essencial de coentro (Coriandrum sativum L.) amostras de folhas frescas apresentaram um
maior rendimento em relagdo as amostras secas a 40°C. Por outro lado, Borges et al. (2012)
obtiveram um resultado oposto em relacdo as folhas frescas e secas (comerciais). Eles
encontraram para o teor do 0leo essencial de O. gratissimum um valor de 0,13% para folhas
frescas e 1,02% de folhas secas. Todavia, um outro resultado foi divergente aos ja
mencionados. Negreiros, Miqueloni e Cartaxo (2015) encontraram uma grande variacdo nos
rendimentos dos 0Oleos essenciais extraidos de folhas frescas e secas (secagem ao sol) de
Varios acessos da espécie Piper hispidinervum, sugerindo uma variabilidade na produgéo
destes metabdlitos, inclusive dentro da mesma espécie.

O aumento da temperatura de secagem do material vegetal, pode resultar em um
menor teor dos Oleos essenciais. Isto ocorre devido & danificagdo das estruturas de

armazenamento destes 0leos, principalmente as glandulas secretoras. Com esta ruptura de
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tecido os compostos quimicos sdo liberados e volatilizados durante o processo de secagem
(PIRBALOUTI, MAHDAD e CRAKER, 2013). Apesar de existir esta correlagdo positiva
entre 0 aumento da temperatura de secagem e o aumento da perda de 6leo essencial, esta
variagdo em quantidade e qualidade difere significativamente de espécie para espécie. Deve-
se portanto, ser considerados varios aspectos como o genétipo da planta; a variagcdo
ambiental; o processo de cultivo e colheita; o perfil quimico dos 6leos essenciais; bem como a
estrutura quimica dos compostos e as estruturas morfoldgicas nas quais estes sao armazenados
nas plantas (ARGYROPOULOS & MULLER, 2014).

4.2 Qualidade dos 6leos essenciais
4.2.1 Influéncia do &cido salicilico

Em todas as amostras de 6leos essenciais obtidos de folhas de O. gratissimum do atual
trabalho, foi encontrado um perfil quimico composto por monoterpenos e sesquiterpenos
distribuidos em treze compostos identificados (TABELA 2). Em relacdo ao tratamento com
AS, o0 6leo essencial de O. gratissimum apresentou diferencas na qualidade de seus compostos
quimicos. Os compostos detectados foram os mesmos entre o tratamento e controle, porém,
seus teores foram alterados em funcdo da aplicacdo do AS. Gharib (2006) encontrou
resultados equivalentes devido a aplicacdo do elicitor AS, sendo que os componentes foram
0S mesmos, porém em concentracoes diversificadas.

Independente da procedéncia do material, fresco ou seco, 0s constituintes majoritarios
encontrados nos Gleos essenciais foram B-pineno, germacreno-D e eugenol (TABELA 2).
Mohr et al. (2017) encontraram no 6leo essencial de O. gratissimum 0s seguintes compostos
majoritarios linalol, 1,8 - cineol, canfora e eugenol, sendo as plantas cultivadas em condi¢éo
de campo e o 6leo essencial extraido de folhas por hidrodestilacdo. Prabhu et al. (2009), em
um trabalho de revisdo, descreveram a composi¢do do 6leo essencial de O. gratissimum
extraido por métodos diferentes, e 0s compostos majoritarios encontrados foram eugenol, 1,8-

cineol e B-cariofileno.
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Tabela 2 - Teores dos compostos quimicos identificados nos 6leos essenciais de Ocimum gratissimum, extraidos de folhas frescas e secas apds
elicitacdo com 1mM de &cido salicilico.

Compostos RT? IKP Controle 1mM Controle 1mM
(min) Amostras Frescas (%) Amostras Secas (%)
a-pineno 5,45 975,08 0,00 0,00 0,28 0,42
B-pineno 7,06 1017,50 3,52 2,37 7,15 7,48
mirceno 7,40 1026,46 0,14 0,10 0,20 0,20
y-terpineno 8,56 1057,01 0,39 0,20 1,25 0,95
cis-p-mentha-1(7)8-dien-2-ol 14,06 1201,92 0,39 0,20 1,17 1,02
trans-p-mentha-1(7)8-dien-2-ol 14,36 1209,80 0,14 0,11 0,90 0,71
eugenol 20,09 1361,01 85,78 89,42 76,51 75,72
iso-eugenol 20,27 1365,75 0,00 0,00 1,37 1,53
a-Copaeno 20,91 1382,62 0,35 0,26 0,48 0,47
pB-cariofileno 21,86 1407,72 0,99 0,81 1,29 1,25
germacreno D 24,30 1471,80 5,72 4,80 2,42 2,06
d-cadineno 25,17 1494,81 0,27 0,23 0,16 0,17
oxido de cariofileno 28,01 1569,71 0,00 0,00 1,20 1,00
nao identificados - - 2,28 1,50 5,61 7,01
Totais
Monoterpenos hidrogenados - - 4,06 2,67 8,88 9,05
Monoterpenos oxigenados - - 86,32 89,74 79,95 78,98
Sesquiterpenos hidrogenados - - 7,34 6,09 4,35 3,96
Sesquiterpenos oxigenados - - 0,00 0,00 1,20 1,00
Total - - 100,00 100,00 100,00 100,00

Legenda: “Tempo de Retencéo; °Indice de Kovats .

Fonte: Do autor (2018)
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O composto quimico majoritario dos Oleos essenciais pode variar devido a fatores
ambientais, genéticos e manejo agrondmico. Alguns quimiotipos sdo encontrados portanto
para muitas espécies (NGUEMTCHOUIN et al., 2013). Em todas as amostras de 0leos
essenciais avaliadas de O. gratissimum o composto predominante encontrado foi o eugenol,
sendo portanto, a espécie utilizada de quimiotipo eugenol. A elicitacdo das plantas de O.
gratissimum modificou o teor de eugenol sintetizado nestas plantas. Foi encontrada uma
variagdo entre o controle e o tratamento com AS de 6,58% em amostras frescas, e 0,79% em
amostras secas (TABELA 2). Ztotek, Majewska e Szymanowska (2016) também encontraram
um aumento nos teores de eugenol e linalol no éleo essencial de O. basilicum quando as
plantas foram tratadas com o elicitor &cido jasmonico.

O 6leo essencial de O. gratissimum possui agdo antioxidante comprovada. Ademais, ja
foi identificado e comprovado que o composto quimico responsavel por esta acéo € o eugenol
(DAMBOLENA et al., 2010; MAHAPATRA e ROY, 2014). Gharib (2006) trabalhando com
algumas concentracfes de AS encontrou diferencas no teor de eugenol em O. basilicum. Eles
observaram que o aumento em eugenol nas plantas tratadas com AS em relacdo as plantas
controle, foi explicado com o aumento da atividade antioxidante dos dleos essenciais. O
eugenol sendo um fenilpropandide pode vir a participar, também, de processos de defesa nas
plantas como um antioxidante ndo enzimatico. Trabalhos utilizando a aplicacdo de AS ja
demonstraram haver um aumento na expressdo de genes envolvidos na biossintese de
fenilpropanoides e um aumento relacionado na atividade antioxidante das plantas (GONDOR
et al., 2016; SARROU et al., 2015).

4.2.2 Influéncia do tipo de material vegetal

A procedéncia do material, fresco ou seco, para a extracdo dos Oleos essenciais
influenciou na qualidade quimica dos 6leos essenciais de O. gratissimum. Dos treze
compostos quimicos identificados, trés deles no geral ndo apareceram nos 6leos essenciais de
folhas frescas (a-pineno, isoeugenol e 0xido de cariofileno) (TABELA 2). Esta diferenca,
pode ser explicada devido ao processo de secagem das folhas para extracdo de 6leo essencial.
Como um exemplo, tem-se o composto isoeugenol, o qual foi encontrado somente nas
amostras de folhas secas, que pode ser formado a partir de eugenol na presenca de calor. Por

mais que a temperatura empregada tenha sido a recomendada, sabe-se que, durante este
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processo de secagem, compostos quimicos podem ser perdidos e/ou convertidos em outros.
Isto ocorre devido a acdo da temperatura na ruptura de estruturas armazenadoras de 6éleos
essenciais e a volatilizacdo dos mesmos, principalmente os composto mais leves, como 0s
monoterpenos (ARGYROPOULOS & MULLER, 2014; NEGREIROS, MIQUELONI E
CARTAXO, 2015).

O composto majoritario eugenol apresentou um maior teor nas amostras frescas,
havendo uma diferenca de quase 10% entre as duas amostras (frescas e secas) (TABELA 2).
Os resultados encontrados no trabalho de Borges et al. (2012), com plantas de O.
gratissimum, confirmam esta relagcdo para o teor de eugenol extraido de folhas frescas e secas.
De acordo com Luz, Ehlert e Innecco (2009), o 6leo essencial de Alfavaca quando submetido
ao processo de secagem sofre altos danos em sua composicéo, principalmente pela queda no
teor do seu constituinte majoritario, o eugenol. Visto que este € o maior responsavel pela
caracteristica antioxidante do 0leo essencial, esta queda pode prejudicar portanto a qualidade

do 6leo essencial.

4.3 Caracterizagao do crescimento

Os dados observados das variaveis resposta para a caracterizacdo do crescimento das
plantas de O. gratissimum apoés elicitacdo, ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
tratamentos (TABELA 3). Provavelmente, o tempo de dez dias entre a aplicacdo do elicitor e
a avaliacdo das variaveis, pode ter sido curto e ndo ter sido suficiente para observar diferencas
no incremento em altura e massa seca das plantas. Gorni et al. (2017) observaram um efeito
dose dependente para biomassa seca de raizes de funcho (Foeniculum vulgare). Conforme
aumentava a dose de AS, diminuia a biomassa seca de raizes; entretanto para biomassa seca
total ndo houve diferenca entre as doses aplicadas. Dong, Wan e Liang (2010), relatam o
decréscimo em matéria seca na cultura de células de Salvia miltiorrhiza quando tratadas com
AS. Enquanto Gharib (2006), encontrou um efeito positivo para a aplicacdo de AS em plantas
de Ocimum gratissimum e Marjorana hortensis. O efeito negativo no crescimento, encontrado
pelos autores, pode estar relacionado a um desvio nas rotas biossintéticas, uma vez que as
moléculas que participam dos processos do metabolismo primario irdo ser desviadas para o
metabolismo secundario para a demanda de compostos de defesa, causando provavelmente,
um decréscimo no acumulo de biomassa (CHONG et al., 2005). Por outro lado, o efeito

contrario de aumento na biomassa pode ser explicado pela influencia do elicitor nas rotas do
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metabolismo priméario de maneira positiva. Uma vez que como fitohormdnio esta envolvido
também em processos de crescimento e desenvolvimento (GORNI et al., 2017). No entanto,
observa-se no geral, que a elicitacdo com AS apresenta respostas variaveis no crescimento de
plantas, podendo essas serem especificas para cada espécie e ainda, considerando as doses do

elicitor bem como as condi¢des ambientais no momento da aplicacéo.

Tabela 3 - Valores médios da altura (cm), BSPA= biomassa seca da parte aérea (g), BSR=
biomassa seca da raiz (g), BST= biomassa seca total (g) e PA/R= relagdo parte
aérea raiz de plantas de Ocimum gratissimum avaliadas 10 dias apds elicitacdo
com 1mM de &cido salicilico.

Altura BSPA BSR BST

Tratamentos PA/R
(cm) (9) (9) (9)

Controle 780a 3,20a 1,86a 506a 1,73a

1mM 597a 267a 18la 4,48a 158a

Legenda: Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018)

4.4 Moléculas do metabolismo primario

Foram avaliadas as micro e macromoléculas provenientes do metabolismo primario
como 0s aminoacidos totais, proteinas totais, agucares redutores, aclcares sollveis totais e
sacarose. Em relacdo aos aminoacidos e acgucares (totais, redutores e sacarose) nao foram
encontradas diferencas entre os tratamentos (TABELA 4). No que diz respeito as proteinas
quantificadas neste trabalho, houve uma queda de 16% das mesmas nas plantas tratadas com
AS. Esta reducdo pode ser explicada pela producdo de EROs induzida pelo elicitor, a qual foi
identificada pela quantificacdo de H,O, (dados discutidos a diante). As espécies reativas
produzidas, podem vir a alterar a conformacdo de proteinas, degradacdo e inativacdo das
mesmas devido ao estresse oxidativo gerado. Além disto, estas moléculas influenciam na
regulacdo de genes e fatores de transcricdo relacionados a producdo de defesa nas plantas
(HAYAT et al., 2010). Um outro motivo, pode estar relacionado ao desvio ocorrido nas rotas
metabdlicas perante a producdo de compostos secundarios, como por exemplo 0 aumento no
teor de eugenol observado (TABELA 4). Hayat et al. (2010) mencionam que quando foram

utilizas concentragdes elevadas de AS foram encontrados menores valores para a
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quantificacdo de proteinas totais. No entanto, Yin et al. (2016), encontrou um resultado
oposto, foi observado um aumento de proteinas solGveis nas plantas tratadas com AS, sendo
este aumento proporcional a concentragcdo utilizada do elicitor. Gharib (2006) também
encontrou maiores valores para a quantificacdo de proteinas totais. Além destas, um maior

aumento foi observado para carboidratos, aminoacido totais e prolina.

Tabela 4 - Efeito da elicitacdo com &cido salicilico (LmM) no contetdo de aminoacidos (umol
de aa g™ MS), proteinas totais (ug proteina g MS), actcares redutores (umol
de glicose g™ MS), aclcares solaveis totais (umol de glicose g™* MS) e sacarose
(umol de glicose g™ MS) de Ocimum gratissimum.

o Proteinas Acucares Acucares Sacarose
Aminoacidos ) o )
Totais redutores solGveis totais ~ (umol de
Tratamentos (umol de aa ] .
g MS) (ug proteina (umol de glicose  (umol de glicose glicose g’
g MS) g MS) g MS) MS)
Controle 26,388 a 16056,684 a 202,846 a 112,935133a 87,492 a
1mM 30,053 a 13833,170 b 177,164 a 117,689267a 65,367 a

Legenda: Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018)

4.5 Analises do sistema antioxidante

O AS naturalmente é responsavel pelos processos de sinalizacdo de respostas locais
e/ou sistémicas induzidas pelo ataque de patdgenos nas plantas (JANDA et al., 2010). Sua
aplicacdo foliar portanto, pode vir a ampliar estas respostas, sendo por esta e outras razdes,
que este composto é utilizado como elicitor. Um dos primeiros eventos metabdlicos
envolvidos na resposta das plantas a aplicacdo de AS € o seu reconhecimento e logo a
producdo de EROs, como exemplo o H,0,. Posteriormente, ao estresse oxidativo gerado pelas
EROs, ainda sob influéncia dos elicitores, ocorre a ativacdo de enzimas do sistema
antioxidante (ESTRADA et al., 2016; LEE, PARK, e PAEK, 2015; MANIVANNAN et al.,
2016; YIN et al., 2016;) as quais também atuam como sinalizadores nas plantas e sdo
importantes para eliminar o excesso destas EROs (MIGNOLET-SPRUYT et al., 2016). De

acordo com os resultados observados a aplicacdo foliar de AS em plantas de O. Gratissimum
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influenciou na ativacdo da sinalizacdo de defesa nas plantas. O que pode ser confirmado com
0 aumento na producdo do 6leo essencial na etapa final, e com os resultados apresentados a
sequir.

Foi observado que a atividade da enzima SOD durante a primeira avaliagdo foi maior
nas plantas elicitadas do que nas plantas controle (FIGURA 5). Este pode ser um indicio de
que logo nas primeiras horas apos elicitagdo com AS, deu-se inicio ao processo de sinalizagdo
por parte da producdo de EROs. No primeiro momento, provavelmente, ocorreu a formacéo
de superoxido (ndo quantificado) e com isto a ativacdo da enzima SOD. Em relacdo as
avaliacOes seguintes para as plantas elicitadas, foi observada uma queda na atividade da SOD
durante a segunda avaliacdo, logo depois os valores retomaram aos valores iniciais e
permaneceram constantes até a ultima avaliacdo realizada. Segundo Manivannan et al. (2016),
a enzima SOD é responsavel pela transformacéo do anion superoxido (O,+—) em peroxido de
hidrogénio (H,O) e oxigénio (O,), sendo sua intervencdo fundamental para dar inicio ao
processo de detoxificacdo das EROs. Com a producéo de H,O, catabolizada por essa enzima,
a SOD torna-se relevante na rede de sinalizagdo, uma vez que a molécula de H,0, €
considerada um mensageiro secundario (LEHMANN et al., 2015). De acordo com os dados
obtidos neste trabalho e aqueles documentados na literatura (LEE, PARK, e PAEK 2015;
WANG et al., 2015), o aumento da atividade enzimatica nas plantas tratadas com AS é
explicado pela acdo do elicitor na ativacdo do sistema de defesa das plantas. A enzima SOD
portanto, pode ser considerada como uma enzima sinalizadora, uma vez que esta transforma o
superdxido a H,O, influenciando na producdo de um mensageiro secundario e nos proximos
passos para a ativacao dos mecanismos de defesa das plantas (MIGNOLET-SPRUYT et al.,
2016).

Figura 5 - Efeito da elicitagdo com é&cido salicilico (ImM) na atividade enzimatica da
Dismutase do Superéxido (U SOD mg MF™?) (A) e no teor de peréxido de
hidrogénio (mmol H,0, mg™ MF) (B) em folhas de Ocimum Gratissimum.
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Scott-Knot, com 5% de significancia (P < 0,05).
Fonte: Do autor (2018)

Para as plantas controle foi observado um aumento da primeira para a segunda
avaliacdo na atividade da enzima SOD, e a partir deste ponto os valores mantiveram-se
constantes (FIGURA 5). Este aumento influenciou diretamente na resposta observada para os
teores de H,O,, sendo que durante a segunda avaliagdo foi observado um aumento nos teores
em relacdo a primeira observacdo e estes também mantiveram-se constantes até a ultima
avaliacdo. Diferente da resposta imediata obtida pelas plantas elicitadas devido a aplicacdo do

AS, os resultados obtidos para as plantas controle sugerem uma possivel comunicacao entre
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as plantas controle e elicitadas. Uma vez que, durante o periodo experimental, até 10 dias
apos aplicacdo de AS, as condi¢Bes climaticas e ambientais foram relativamente iguais.
Portanto, este aumento na atividade da SOD e na producdo de H,O, nas plantas controle,
observados da primeira para a segunda avaliacdo pode ter ocorrido em parte pela sinalizacéo
advinda das plantas que foram tratadas com AS. As plantas controle podem ter percebido
sinais advindos das plantas elicitadas, uma vez que nestas a ativacdo da enzima SOD ocorreu
nas primeiras hora apds a elicitacdo (FIGURA 5). Com isso, deu-se inicio ao processo de
sinalizagcdo de defesa por meio da explosdo oxidativa e consequente ativacdo das enzimas
antioxidantes como a SOD. Sabe-se que existem comunicacdes entre plantas por meio de
compostos volateis e compostos de folhas verdes, os quais induzem plantas vizinhas a
iniciarem seu processo de sinalizacdo para defesa, na maioria das vezes, contra patdgenos e
herbivoros (MAAG et al., 2014). Shiojiri et al. (2015) demonstraram que compostos volateis,
como o0 1,8-cineol and pB-cariofileno foram responsaveis pela reducdo da herbivoria em
plantas de Artemisia (Artemisia tridentata). Os autores ainda argumentam que tais compostos
emitidos pelas plantas, representam um sinal generalizado de risco, quando percebidos por
outras plantas.

Quanto aos teores de H,0, quantificados para as plantas elicitadas, estes
acompanharam a atividade da enzima SOD (FIGURA 5). A maior atividade observada
durante a primeira avaliacdo para a SOD nas plantas elicitadas, consequentemente, foi o que
influenciou na maior producéo de H,O, observada durante a segunda avaliacdo nestas plantas.
Enquanto, a queda na producdo de H,O, durante a terceira avaliacdo, corresponde
provavelmente, a baixa atividade observada da enzima SOD na avaliacdo anterior. O H,O; €
uma espécie reativa de oxigénio a qual é produzida espontaneamente ou por acdo de enzimas,
como a SOD. Esta molécula esta envolvida na sinalizagcdo de processos celulares relacionados
ao crescimento, desenvolvimento e principalmente a sinalizacdo de defesa nas plantas; tanto
para estresse bidtico quanto para abiotico (LEHMANN et al., 2015). Diferente das outras
EROs o H,0, possui uma vida longa, é mais estavel e é capaz de difundir-se a distancias
maiores dentro dos tecidos vegetais. Por estes motivos, torna-se uma molécula de interesse
para o estudo do sistema oxidativo das plantas (SHARMA et al., 2012). Em outros trabalhos
este aumento em H,0; nas plantas apos elicitacdo, também foi demonstrado, inclusive para
outros tipos de elicitores (DONG, WAN e LIANG, 2010; DOUSSEAU et al.,, 2016;
MANIVANNA et al., 2016; WANG et al., 2015; YIN et al., 2016). Este aumento observado

na producdo de H,O, além de ser explicado pelo aumento da atividade da enzima SOD, pode
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estar relacionado a producgéo espontanea devido ao mecanismo de acdo dos elicitores, como
mencionado. Apds o0 reconhecimento destes compostos nas plantas por receptores de
membranas, enzimas NADPH oxidases sdo ativadas e uma explosdo oxidativa € iniciada
(KHAN et al., 2015; LEHMANN et al., 2015). Acreditava-se que as EROs possuiam apenas
um papel negativo nas plantas, causando danos oxidativos. Entretanto, a participagdo destas
moléculas como mensageiros secundarios na sinalizacdo de defesa é essencial, principalmente
0 H,0, por deter maior vida longa. Além de dispor de notavel rapidez em sua sinalizacao, as
moléculas de H,O, sdo capazes de participarem de diversas vias do metabolismo conforme
sua localizacdo (MIGNOLET-SPRUYT et al., 2016).

Além da SOD a enzima CAT também € responsavel por catalisar a dismutacdo de
H,0, em agua (H,0) e oxigénio (O,) (SHARMA et al., 2012). Durante a primeira e segunda
avaliagdo os dados observados foram semelhantes entre as plantas controle e elicitadas
(FIGURA 6), ja na terceira avaliacdo a atividade da CAT das plantas controle sofreu uma
queda e com isso a atividade das plantas tratadas foi maior, enquanto na quarta avaliacdo a
queda da atividade ocorreu nas plantas elicitadas, apresentando desta vez as plantas controles
uma maior atividade. As quedas observadas podem ser explicadas pela intensidade e
constéancia da sinalizacdo que estava ocorrendo nas plantas, e esta pode vir a amplificar ou
minimizar a atividade enzimatica (SHARMA et al., 2012). Esta queda pode estar relacionada
também ao aumento da operacdo de outras enzimas peroxidativas como a Ascobrato
Peroxidase (APX) e a Peroxidase (POD), que também atuam na dismutacdo do peroxido de
hidrogénio. Segundo Sharma et al. (2012) a APX por exemplo, possui maior afinidade pelo
H,0, do que a CAT. Dong, Wan e Liang, (2010) detectaram em cultura de células de Salvia
miltiorrhiza elicitadas com AS no inicio do periodo pds elicitacdo alguns picos na atividade
da enzima, enquanto que ao decorrer do tempo essa atividade exibiu uma queda atingindo
valores proximos ao tratamento controle. Hayat et al. (2010), em sua revisdo menciona varios
resultados de trabalhos em relacdo a atividade da enzima CAT apds aplicacdo exdgena de AS.
Eles observaram que a resposta enzimatica é bastante variavel, podendo haver, aumentos e
quedas em sua regulacdo para as varias espécies estudadas e os tempos escolhidos para

avaliacOes.
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Figura 6 - Efeito da elicitacdo com acido salicilico (LmM) na atividade da enzima Catalase
(umol H202 min™ .mg™ MF) (A) e na peroxidacéo lipidica (nmol MDA mg™
MF) (B) em folhas de O. Gratissimum.
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Legenda: Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knot, com 5% de significancia (P < 0,05).

Fonte: Do autor (2018)

Em resposta a producdo de H,O, induzida pela aplicacdo de AS, o0s niveis de

peroxidacdo lipidica tiveram um aumento de maneira geral tanto para as plantas elicitadas

quanto para as plantas controle (FIGURA 6). Durante a primeira e terceira avaliagdo nao

houve diferenca entre as plantas controle e elicitadas. No entanto, para as plantas controle em

relacdo ao tempo, o nivel de peroxidacdo lipidica aumentou durante a terceira avaliacdo e
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manteve-se constante até o final. J& para as plantas elicitadas houve um aumento logo na
segunda avaliacdo, correspondendo ao mesmo tempo onde houve um aumento observado para
o0 teor de H,0,. Na quarta avaliacdo enquanto as plantas controle estavam com o nivel de
peroxidacao alto, as plantas elicitadas apresentaram uma queda na peroxidacédo lipidica. Uma
justificativa para esta queda seria a atividade elevada da enzima CAT observada na avaliagdo
anterior. Uma outra justificativa seria também um aumento na atividade da enzima PAL,
responsavel pela producdo de compostos fendlicos, os quais podem atuar como antioxidantes
ndo enzimaticos (GONDOR et al., 2016). Na revisdo de Hayat et al. (2010), varios trabalhos
sdo mencionados onde o AS promove tanto aumento quanto decréscimo na peroxidacao
lipidica. Estes resultados sdo justificaveis pelo fato da aplicacdo do AS induzir o processo de
sinalizacédo nas plantas, causando inicialmente a producéo de EROs, como foi observado.

A elicitacdo com AS afetou a atividade da enzima PAL ao longo do tempo nas plantas
de O. gratissimum (FIGURA 7). Os valores encontrados para ambas condi¢cbes seguem um
comportamento semelhante ao encontrado para o H,O,. Os dados possuem uma tendéncia de
aumento ao longo do tempo. Outros autores também observaram a influéncia da elicitacdo
com AS no aumento da atividade da PAL em plantas de trigo (GONDOR et al., 2016), e na
cultura de células de S. miltiorrhiza (DONG, WAN E LIANG 2010). Dehghan et al. (2014)
observaram um aumento na expressdo génica, relacionada a enzima PAL em plantas de
Carthamus tinctorius L., apds tratamento com AS. Este aumento detectado foi ao longo de 3,6
e 24 horas apos aplicacdo de AS. Na Gltima avaliacdo, 24h depois, 0 aumento foi superior aos
demais, resultado este semelhante ao observado.

Estes resultados demonstram, que realmente o AS influi na rota biossintética dos
fenilpropanoides. Uma vez que, a enzima PAL ¢é responsavel por catalisar a conversao de L-
fenilalanina a &cido trans-cindmico, sendo este um dos primeiros passos da via dos
fenilpropanoides (SONG e WANG, 2011). Além da atividade das enzimas na detoxificacdo
das EROs, os fenilpropandides também atuam na eliminacdo destas moléculas. (DEHGHAN
et al., 2014). O que pode ser correlacionado com a maior producdo de Oleo essencial

encontrado.
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Figura 7 - Efeito da elicitacdo com acido salicilico (1mM) na atividade da enzima fenilalanina
amonia liase (U PAL min™mg™MF) em folhas de O. Gratissimum.
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Legenda: Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott-Knot, com 5% de significancia (P < 0,05).
Fonte: Do autor (2018)

Com os resultados obtidos para a atividade da PAL, podem ser relacionados ainda os
niveis de peroxidacdo lipidica com a atividade enzimatica. A queda da peroxidacdo lipidica
nas plantas tratadas (FIGURA 6) observada durante a quarta avaliacdo, pode estar associada
ao aumento da atividade da PAL nestas plantas. A ativacdo da enzima PAL induzira a sintese
de compostos fendlicos, e tais compostos também participam do sistema antioxidante das
plantas, mitigando portanto, a peroxidacdo lipidica ocasionada pela sinalizac¢do induzida pelo
AS (KHAN et al., 2015).

5 CONCLUSAO

A elicitacdo com acido salicilico promoveu um aumento nos valores encontrados para
os teores do 0Oleo essencial extraido de folhas de O. gratissimum. Em relagdo a qualidade do
Oleo essencial, o acido salicilico também influenciou na variacdo do teor relativo de seu
composto majoritario, eugenol, em quase 7%. Sendo esta observacdo importante, pois tal

composto é responsavel pela acdo antioxidante do 6leo essencial desta espécie.
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Durante a caracterizagdo dos 6leos essenciais extraidos de folhas frescas e secas de O.
gratissimum, foi observado um maior rendimento no 6leo essencial extraido de folhas frescas.
Quanto a qualidade destes Oleos essenciais para os compostos majoritarios o B-pineno teve
um maior teor nas amostras secas, enquanto o germacreno-D e eugenol obtiveram maiores
teores nas folhas frescas.

Foi demonstrado que a elicitacdo de plantas de O. gratissimum com a concentragéo de
1mM de AS induziu o processo de sinalizacdo nestas plantas. O elicitor, mimetizou uma
resposta de sinalizacdo nas plantas tratadas, o que ocasionou nestas a producdo de EROs,
como o H,0,, a ativacdo da enzima SOD, que também age como agente sinalizador; e maior
nivel de peroxidacdo lipidica. A enzima PAL, responsivel pela rota de biossintese de
compostos fenolicos também teve sua atividade aumentada na elicitagdo com AS, conduzindo

as plantas a ativarem seu sistema de defesa.
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