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RESUMO

BARRETO, Silvana Constantino Rocha. Metabolismo e Expresséo Génica de Ocimum
basilicum L. sob Diferentes Condi¢bes de Cultivo com Nitrogénio e Avaliagdo da
Producdo, Qualidade e Atividade Biologica do Oleo Essencial 2014. 265p Tese
(Doutorado em Quimica, Area Bioquimica de plantas). Instituto de Ciéncias Exatas,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

O objetivo desta tese foi avaliar a influencia do fornecimento diferencial de nitrogénio sobre o
metabolismo, o rendimento e a qualidade do Oleo essencial de Ocimum basilicum
(manjericdo). Foram conduzido dois experimentos em casa de vegetacdo, sendo o primeiro
com a variedade Sweet Italian Large Leaf submetida a doses contrastantes de N-Nitrato (50 e
300 Kg de N.ha™). No segundo as variedades Sweet Italian Large Leaf e Maria Bonita foram
cultivadas com as doses de 50 ou 100 Kg N. ha™, em trés fontes (nitrato, nitrato de aménio e
amonio). As andlises feitas apos as coletas das plantas foram: atividade da nitrato redutase, N-
Nitrato, N-aménio, N-amino, N-total e agUcares soliveis. O 6leo essencial foi extraido por
arraste de vapor de agua e o perfil do dleo dessas variedades foi caracterizado por
cromatografia gasosa acoplada a espectro de massa (CG-MS) e com detector de ionizagao por
chama (CG-FID) e RMN *H. Apés a caracterizacdo do 6leo essencial foram realizados testes
para avaliar a atividade alelopética e a atividade antifingica sobre os fungos Rhizoctonia
Solani, Fusarium oxysporum, Geothricum spp, Candida albicans, C. guilliermondii, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei. O efeito do 6leo na morfologia dos fungos foi realizado
através de microscopia eletronica de varredura. Foi avaliada a expressao génica por g°PCR em
tempo real das enzimas 3-hidroxi 3-metil glutaril CoA redutase, 1-Deoxi-D-xilulose 5-fosfato
sintase, linalol sintase, fenilalanina amonia-liase e eugenol sintase envolvidas na biossintese
de dleo essencial. E Anlises anatdmicas avaliaram os tricomas secretores. O fornecimento de
50 Kg N-nitrato.ha™ promoveu maior rendimento de 6leo essencial (1,14%) na variedade
Sweet Italian Large Leaf e maior concentracdo de linalol (28,04%). O teor de agucares pode
ser uma estratégia para garantir a disponibilidade de assimilados para as vias mevalonato,
metil eritrol fosfato e chiquimato para produzir metabdlitos secundarios. Nos ensaios
alelopaticos a concentracdo de 15 mg.mL™ de 6leo essencial inibiu a germinagdo das
sementes de alface. O 6leo essencial de manjericdo demonstrou acdo fungistatica e de acordo
com as observacdes ultraestruturais é possivel que seu mecanismo de acéo seja por interacao
com os componentes da membrana celular dos fungos. O fornecimento de 100 Kg.ha™ de
nitrato de aménio promoveu maior rendimento de 6leo essencial (1,46%) e teor de linalol
(69,25%) na cv Maria Bonita, e a variedade Sweet Italian Large Leaf demonstrou ser
adaptada as condicdes de escassez de nutrientes apresentando rendimento de 0,37% e 38,9%
de linalol sem N. O fornecimento diferencial de N induziu a expressdao dos genes que
codificam para as enzimas chaves de producdo de oOleo essencial, sendo o nitrogénio um
modulador da expressdo génica, e assim, a producdo de metabdlitos secundarios é regulada
transcricionalmente em manjericdo. Os resultados anatdmicos mostraram que a producédo de
6leo essencial ndo depende dos tricomas sectretores contrariando os relatos da literatura em
manjericdo frente a escassez de tricomas observados e a predominancia de goticulas de 6leo
espalhadas pelo mesoéfilo. Esses resultados sdo inéditos na espécie e sugerem que 0s tricomas
ndo atuam exclusivamente na producéo de 6leo essencial.

Palavras-chave: Manjericdo. Linalol. Tricoma secretor.
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ABSTRACT

BARRETO, Silvana Constantino Rocha. Metabolism and Gene Expression of Ocimum
basilicum L. under Different Cultivation Conditions on Nitrogen and Evaluation of
Production, Quality and Biological Activity of the Essential Oil. 2014. 265p Thesis (Ph.D.
in Chemistry, Area of Biochemistry plants). Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The aim that this thesis was to evaluate the influence of differential nitrogen supply on
metabolism, yield and quality of essential oil of Ocimum basilicum (basil). Two experiments
were conducted in a greenhouse, in the first variety Sweet Italian Large Leaf subjected to
contrasting doses of nitrate-N (50 and 300 kg N ha™). In the second, the varieties Sweet
Italian Large Leaf and Maria Bonita were cultured with doses of 50 or 100 kg N in three
sources (nitrate, ammonium and ammonium nitrate). Analyses after harvesting of plants were:
nitrate reductase activity, nitrate-N, ammonium-N, amino-N, total-N and soluble sugars. The
essential oils from basil were extracted with steam distillation and essential oil components
were analyzed using gas chromatography-flame ionization detector (GC-FID) and gas
chromatography-mass spectroscopy (GC-MS) and "HNMR. After the characterization of the
essential oil tests were conducted to evaluate the allelopathic activity and antifungal against
the fungi Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Geothricum spp, Candida albicans, C.
guilliermondii, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei. The effect of oil on the morphology
of fungi was performed by scanning electron microscopy. Gene expression was evaluated by
real-time qPCR of 3-hydroxy 3-methyl glutaryl CoA reductase enzyme, 1-Deoxy-D-xylulose-
5-phosphate synthase, linalool synthase, phenylalanine ammonia lyase and eugenol synthase
involved in the biosynthesis of essential oil. And anatomical analyzes evaluated the secretory
trichomes. The supply of 50 Kg nitrate-N.ha™ increased the yield (1.14%) and concentration
of linalool (28.04%) in Sweet Italian Large Leaf. The sugars can be a strategy to ensure the
availability of assimilates to mevalonate, methyl erythritol phosphate and shikimate pathways
to produce secondary metabolites. At concentrations of 15 mg.mL™ basil essential oil
inhibited the germination of lettuce seeds. The basil essential oil showed fungistatic and
according to the ultrastructural observations it is possible that its mechanism of action is by
interaction with components of the cell membrane of fungi. The supply of 100 kg ha™ of
ammonium nitrate resulted in higher (1.46%) and linalool content (69.25%) in the essential oil
of Maria Bonita variety, and Sweet Italian Large Leaf variety seems to be adapted conditions
of nutrient scarcity with oil yield of 0.37% and 38.9% linalool. The differential N supply
induced the expression of genes encoding key enzymes in the production of essential oil, and
nitrogen is modulator of gene expression and thus the production of secondary metabolites is
regulated at transcriptional level in basil. Anatomical results showed that the essential oil
production does not depend on sectretores trichomes contradicting reports in the literature in
front of basil shortage of trichomes observed and the predominance of oil as droplets scattered
throughout the mesophyll. These results are unpublished in the species and suggest that
trichomes do not act exclusively in the production of essential oil.

Key words: Basil. Linalool. Secretory trichomes.
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1 INTRODUCAO

O manjericdo (Ocimum basilicum L) é uma planta medicinal da familia Lamiaceae que
tem propriedades antimicrobianas (ADEOLA et al., 2012; BHARATHI et al.,, 2012),
antioxidantes (HUSSAIN et al., 2008), biopesticidas (MUKHERJEE; DATTA, 2007) e
antifangicas em algumas cepas de importancia médica como Candida sp (KAYA et al., 2008)
e em fitopatdgenos de importancia agricola do género Fusarium (KOCIC-TANACKOV et al.,
2011). Também podem atuar como alelequimicos influenciando o desenvolvimento de outras
plantas sendo um potencial bioherbicida para ser explorado pela indUstria agricola e
minimizar o uso de herbicidas sintéticos no campo (ABOUZIENA et al., 2009; DHIMA et
al., 2009; PETROSKI; STANLEY, 2009).

Visando aumentar o rendimento do cultivo de plantas medicinais como 0 manjericéo,
a nutricdo mineral de plantas se torna uma ferramenta importante para fornecer os macro e 0s
micronutrientes (MAATHUIS, 2009) para a producdo de plantas com alta produtividade. O
nitrogénio (N) é um macronutriente essencial para a biossintese de metabolitos primérios
(aminoacidos, proteinas, entre outros) e secundarios (AMTMANN; ARMENGAUD, 2009).
As formas de absorcdo de N pelas plantas ocorrem principalmente sob as formas de nitrato
(NO3) e de aménio (NH4") no solo.

A via de assimilacdo do NO3 se inicia com sua absorcdo pelas raizes, sendo entéo,
utilizado como substrato para a acdo da enzima nitrato redutase que catalisa a sua reducéo a
nitrito (NOy), que em seguida é reduzido amonio (NH,") pela nitrito redutase. O NH," é
assimilado via sistema enzimatico glutamina sintetase-glutamato sintase (GS/GOGAT) para
formar aminoécidos glutamina/glutamato, ambos os substratos importantes para reacdes de
transaminacdo formando outros aminoacidos e proteinas (SOUZA; FERNANDES, 2006;
TISCHNER, 2000).

A manipulacdo do fornecimento de N leva a incrementos na producdo de metabdlitos
secundarios presentes no 6leo essencial de plantas em resposta ao estresse nutricional
(DIXON; PAIVA, 1995; STEFANELLI et al., 2010). Aumentos no rendimento de 6leo
essencial foram obtidos conforme o aumento de N de 100 para 300 Kg.N.ha® (SIFOLA;
BARBIERI, 2006). Além disso, a porcentagem de componentes presentes no 6leo essencial
como o linalol, a pineno, IT cimeno e timol e de compostos fendlicos em 6leo essencial de
orégano foram elevados com niveis moderados de N (80 Kg.N.ha™), mostrando a importancia
das condigOes nutricionais no metabolismo das plantas em relagdo ao rendimento e ao perfil
do 6leo (KARAMANOS; SOTIROPOULOU, 2013).

O oleo essencial de manjericdo é constituido principalmente pelo linalol que produz
um aroma floral e tem grande valor industrial para producédo de fragrancias (KAMATOU; G.,
P.P; VILJOEN, A., 2008) e pelo eugenol que produz o aroma do cravo (KLIMANKOVA et
al., 2008; MEYERS, 2003; VERMA et al., 2013), também foi relatado 1,8-cineol (eucaliptol),
a e B-pineno, geraniol, metil chavicol (CHARLES; SIMON, 1990; TELCI et al., 2006) e a-
bergamoteno (CAROVIC-STANKO et al., 2010), proporcionando assim os diferentes
quimiotipos encontrados.

Os sitios de producéo de o6leo essencial, denominados tricomas glandulares peltados,
ou tricomas secretores, se encontram na superficie das folhas (DESCHAMPS et al., 2006;
GERSHENZON et al., 2000; LANGE; TURNER, 2013). Ou podem estar distribuidos nas
estruturas do mesofilo como as células e ductos de 6leo em algumas espécies (SVOBODA et
al., 1999).



As vias metabolicas de biossintese de 6leo essencial em majericdo ocorrem no citosol
e nos plastideos para producéo de terpenos como o linalol (XIE et al., 2008). A via citosdlica
usa acetil CoA como precursor (MIZIORKO, 2011), onde a formacdo do acido mevaldnico é
catalisada pela enzima 3- hidroxi 3-metil glutaril CoA redutase (HMGR) que tem um papel
chave na biosintese de isoprenos Isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isdmero Dimetilalil
pirofosfato. (DMAPP). A via plastidial se inicia a partir da condensacdo do D-gliceraldeido 3-
fosfato com o piruvato formando 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) que é o primeiro
produto dessa via através da enzima Deoxi xilulose sintase (DXS), que é a enzima chave na
via para biossintese de terpenos (RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2004).

A via dos fenilpropandides da origem ao eugenol e se inicia a partir da via do
chiguimato, onde € sintetizada a fenilalanina que sofre desaminacao pela enzima fenilalanina
amonia-liase (PAL), gerando o acido cindmico que origina todos os fenilpropandides. A PAL
é responsavel pela regulacdo da producéo de fenilpropandide em plantas, portanto, € um ponto
chave que liga 0 metabolismo primario e secundério (GANG et al., 2001; IIJIMA et al.,
2004).

A expressdo e a atividade das enzimas dos diferentes quimiotipos de manjericéo levam
a uma composicdo do 6leo essencial diversificada. Portanto, o estudo dos pontos estratégicos
na via citosélica de formacdo dos terpenos como a HMGR e linalol sintase; na via plastidial a
enzima DXS e na via dos fenilpropandides as enzimas PAL e eugenol sintase podem levar a
compreensdo da producdo desses metabolitos secundarios em manjericdo quando submetidos
a diferentes fontes e nivies de nitrogénio.

A hipotese desse trabalho é que variagdes nos niveis e nas fontes de nitrogénio
exercem influéncia sobre o metabolismo primario e secundario do manjericdo modificando a
expressao dos genes que codificam as enzimas relacionadas a biosintese de 6leo essencial e a
quantidade de tricomas secretores com consequencias no rendimento e na qualidade do 6leo.

Portanto, esta tese teve como objetivos avaliar os efeitos de diferentes doses e fontes
de N sobre o metabolismo e expressdo génica relacionada a producdo de 6leo essencial das
variedades de manjericdo Sweet italian Large Leaf e Maria Bonita; determinar o rendimento e
o perfil do 6leo essencial de manjericdo em diferentes condi¢des de cultivo, bem como a
producdo de 6leo nos tricomas secretores presentes nas folhas, e a atividade antifungica e
alelopética do 6leo essencial.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Manjericdo (Ocimum basilicum): Caracteristicas morfologicas e propriedades
medicinais

A familia Lamiaceae apresenta cerca de 200 géneros e aproximadamente 3.500
espécies. Existem em torno de 60 variedades de Ocimum basilicum L., e grande dificuldade
em classificar essa espécie devido a ocorréncia de polinizacdo cruzada (NATION et al., 1992)
o0 que facilita as hibridacGes, gerando um grande numero de subespécies e variedades
(BLANK et al., 2004). Varias delas de importancia horticola e ornamental, sendo utilizadas
também na culinaria como tempero e aromatizante de licores (PEREIRA & MOREIRA,
2011). Na medicina popular as folhas sdo empregadas para problemas de estbmago (SOUZA.
et al., 2004), sendo uma fonte em potencial para a indistria farmacéutica (OZCAN;
CHALCHAT, 2002; VIEIRA; SIMON, 2000). Também ¢ utilizada como planta ornamental
(KOUTSOS et al., 2009) e em produtos de higiene bucal.

Algumas espécies de Ocimum tem maior importancia econémica principalmente na
regido Nordeste do Brasil como O. gratissimum (Alfavaca cravo); O. micranthum, L.; O.
selloi, Benth; O. basilicum, L. (cultivar basilicdo); O. basilicum (manjericdo branco ou de
folha larga); e O. basilicum, L. cultivar Maria Bonita (PEREIRA; MOREIRA, 2011).

A variedade Sweet Italian Large Leaf € uma hortalica popularmente conhecida como
manjericado, alfavaca, basilicdo ou manjericdo branco ou manjericdo de folha larga (Figura 1).
E uma planta aromatica medicinal pertencente a familia Lamiaceae e pode ser considerada
uma cultura anual ou perene. E uma espécie herbacea, rica em 6leos essenciais com valores
medicinais utilizados como matéria prima para a indGstria de farmacos (OZCAN;
CHALCHAT, 2002).

Figura 1. Fotografia de manjericdo (Ocimum basilicum), variedade Sweet Italian Large Leaf.
Fonte: Experimento em Casa de vegetacdo UFRRJ, 2011.



A cultivar Maria Bonita (Figura 2) proveniente do acesso Pl 197442 do Banco de
Germoplasma North Central Regional PI Station, lowa State University, EUA, é a primeira
cultivar de manjericio melhorada e registrada no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) sob o nimero 22019. Apresenta forma de copa arredondada, com
pétala résea e sépala roxa, comprimento médio das folhas de 6,5 cm e largura de folha de 2,8
cm, largura média de copa de 45,70 cm, didmetro médio do caule de 1,32 cm, altura média de
45,50 cm e habito de crescimento ereto. O ciclo médio para o florescimento dessa cultivar é
de 80 dias. A cultivar apresentou um alto rendimento em 6leo (4,96%) e alto teor de linalol.
Segundo Blank et al. (2007) em torno de uma media de 78,12% do 6leo essencial dessa
cultivar é linalol.

Figura 2. Plantas de Ocimum basilicum cultivar Maria Bonita.
Fonte: Pereira; Moreira (2011).

O oleo essencial da cultivar Maria Bonita e o linalol purificado apresentaram elevada
atividade, eliminando os parasitas de Giardia lamblia (ALMEIDA et al., 2007). Rosado et
al.(2009) observaram que o Oleo essencial da cultivar Maria Bonita apresentou efeito
alelopético inibindo o crescimento e reduzindo a porcentagem de germinacdo de sementes de
alface, tomate e de melissa.

As espécies de O. basilicum podem ser selecionadas pelo aroma que produzem, de
acordo com os quimiotipos estabelecidos para a producdo de 0leo essencial. As variedades
normalmente sdo classificadas em quimiotipos de acordo com a caracterizacdo dos seus
produtos majoritarios presente no 6leo essencial (FATOPE et al., 2008). S&o mais comuns 0s
quimiotipos linalol; eugenol; linalol/eugenol, metil chavicol, metil chavicol/linalol e metil
cinamato (FATOPE et al., 2008; LEWINSOHN et al., 2000; TELCI et al., 2006; VERMA et
al., 2013; VIEIRA; SIMON, 2000). A variedade Sweet Italian Large Leaf foi caracterizada
por Mazutti (2006) como quimiotipo linalol/estragol obtidos através de extragdo com CO, a
altas pressoes e a cultivar Maria Bonita destaca-se como quimiotipo linalol (BLANK et al.,
2007).

4



O quimiotipo estabelece qual o composto (ou mais de um) que estardo em maior
abundancia no 6leo essencial de uma determinada espécie de planta, contudo o rendimento ou
a produtividade de 6leo essencial da planta é outra caracteristica que deve ser considerada,
pois o rendimento pode variar de forma a se obter altos ou baixos rendimentos de acordo com
algumas condicgdes experimentais que serdo citadas abaixo.

Dessa forma, se obtém diferentes niveis de produtividade de 6leo essencial conforme a
época de coleta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007), a variedade utilizada (MAROTTI et al.,
1996), as partes da planta (CHALCHAT,; OZCAN, 2008), a idade e posicdo da folha
(FISCHER et al., 2011), a localizacdo geografica (ZHELJAZKOV; CANTRELL,; et al.,
2008) e a nutricdo mineral (SHARAFZADEH; ALIZADEH, 2011) para estabelecer 0s niveis
de producédo dos metabdlitos presentes no 6leo essencial.

2.2 Oleos essenciais de plantas

2.2.1  Composicao e propriedades farmacoldgicas

Os Oleos essenciais sdo compostos encontrados em varias plantas e conferem odor
caracteristico e sabor natural das plantas. Sdo insollveis em agua e sollveis em solventes
organicos. Diferentes métodos sdo empregados para a extracdo do 6leo essencial de plantas,
como o arraste por vapor de agua (CASSEL et al., 2009), hidrodestilacdo (VIEIRA; SIMON,
2000) ou extracdo com CO, a alta pressao de vapor (MAZUTTI et al., 2006).

Recebem essa denominacdo devido as suas propriedades fisico-quimicas por serem
liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente. Tem como principal caracteristica a
volatilidade, o que as difere dos 6leos fixos (SIMOES & SPITZER, 1999). Representam uma
pequena fracdo da composicdo da planta, sdo compostos por substancias lipofilicas, de
caracteristicas volateis como monoterpenos, sesquiterpenos e seus derivados oxigenados
(alcoois, aldeidos, cetonas, acidos, fendis, éteres, e ésteres). A quantidade de cada substancia
presente no Oleo essencial varia de acordo com a espécie (FORNARI et al., 2012).

Na composi¢do quimica do 6leo essencial de O. basilicum destacam-se o linalol,
eugenol e metil cinamato (KLIMANKOVA et al., 2008) pois sdo 0s principais monoterpenos
e fenilpropandides respectivamente, encontrados nesta espécie, mas também sdo encontrados
1,8 cineol, a e B pineno, geraniol, metil chavicol (CHARLES & SIMON, 1990), acido
cindmico, metil éster, cicloexano, o- cadinol dimetildietil ester, B-cubebeno, cadineno
(ZHANG et al., 2009).

Os terpenos sdo todas as substancias cuja origem biossintética deriva de unidades do
isopreno originados através da via do mevalato e pela via ndo mevalonato (BISWAS et al.,
2008). Os compostos mais frequentes encontrados nos 6leos volateis sdo 0s monoterpenos
(constituem cerca de 90% dos 6leos) e os sesquiterpenos (TRIPATHI et al., 2009), ambos
caracterizados por baixo peso molecular (DEWICK, 2002).

Devido a grande diversidade de 6leos essenciais produzidos por plantas medicinais, as
pesquisas realizadas nas areas de farmacognosia, quimica e farmacologia para uso terapéutico
dessas desses 6leos renovam as expectativas de encontrar novas moléculas acessiveis, seguras
e eficazes a partir da medicina popular (PATWARDHAN, 2005).

Os oleos volateis produzidos por plantas medicinais apresentam propriedades
antifangicas frente a Aspergillus niger, Mucor mucedo, Fusarium solani, Botryodiplodia
theobroma, Rhizopus solani e Candida spp (BILAL et al., 2012; CARRASCO et al., 2012;
HUSSAIN et al., 2008; KOCIC-TANACKOV et al., 2011; ZHANG et al., 2009),
antibacteriana testada contra as especies de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Pasteurella multocida (BURT, 2004; HUSSAIN et al., 2008; LACHOWICZ et al.,
1998; SINGH; MAURYA, 2005).



Na industria de alimentos a utilizacdo de 6leos essenciais pode apresentar uma op¢ao
em substituicdo aos agentes antioxidantes sintéticos e antifungicos. Trabalhos realizados com
O. basilicum demonstraram efeitos antioxidantes e fungistaticos em salames do tipo italiano,
sem detectar diferencas sensoriais em relagdo ao sabor do alimento (SAGGIORATO, 2008)

Os 6leos essenciais sdo considerados como uma alternativa viavel para o controle de
muitos insetos nocivos, e podem ser utilizados como pesticidas biologicos, contra pragas de
insetos das ordens lepidoptera, coledpteros, dipteros, hemipteros e se constituem, portanto, em
uma importante ferramenta para o setor agricola, além de serem exploradas suas atividades
como repelente, fumigante e larvicida. E ainda apresentam uma grande vantagem para 0 meio
ambiente devido a sua répida degradacdo no solo (LIMA et al., 2009; TRIPATHI et al.,
2009). E também apresetam potencial como bioherbicida (HUTER, 2011), todas essas
propriedades podem ser exploradas pela industria quimica, farmacéutica e alimenticia
(BAKKALI et al., 2008).

2.2.2  Producao mundial de 6leo essencial

Os Oleos essenciais sdo uma fonte valiosa de matéria-prima para a industria e,
portanto apresentam grande valor econdmico. Em relacdo a producdo de 6leo, Bizzo et al.
(2009) fizeram um levantamento com os principais Oleos essenciais comercializados no
mundo (Tabela 1).

Tabela 1. Principais 6leos essenciais comercializados no mundo.

Oleo essencial Espécie
Laranja (Brasil) Citrus sinensis (L.) Osbeck
Menta japonesa (India) I\Hllglnr;[]i;ez arvensis L. f. piperascens Malinv. ex

Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea
R.T. Baker e Eucalyptus spp.
Cymbopogon winterianus Jowitt e C. nardus

Eucalipto (tipo cineol)

Citronela

(L.) Rendle
Hortela-pimenta Mentha x piperita L.
Liméo Citrus limon (L.) N.L. Burm.

Eucalipto (tipo citronela) Eucalyptus citriodora Hook.

Cravo-da-india Syzygium aromaticum (L) Merr. e L. M.

Perry
Cedro (EUA) Juniperus virginiana L. e J. ashei Buchholz
Lima destilada (Brasil) gx:ﬁ;e aurantifolia (Christm. & Panz.)
Spearmint (nativa) Mentha spicata L.
Cedro (China) Chamaecyparis funebris (Endl.) Franco
Lavandim Lavandula intermedia Emeric ex Loisel
Sassafras (China) Cinnamomum micranthum (Hayata) Hayata
Canfora Cinnamomun camphora (L.) J. Presi.
Coentro Coriandrum sativum L.
Grapefruit Citrus paradisi Macfady
Patchouli Pogostemon cablin (Blanco) Benth.

Fonte: Bizzo et al. (2009)

O Brasil estd em uma posicao de destaque na produgdo de 6leos essenciais de citricos
(subprodutos da industria de sucos) ao lado da India, China e Indonésia que sdo considerados
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0s quatro grandes produtores mundiais. No passado, o pais teve destaque como exportador de
6leo essencial de pau-rosa (Aniba roseadora D.), grande fornecedora de linalol (B1ZZO et al.,
2009) para ser utilizado pela industria de perfumaria (ALCANTARA et al., 2010). Isso levou
a exploragdo massiva dessa espécie ocasionando quase sua extingdo. Uma alternativa para
minimizar esse problema, seria estabelecer o cultivo de plantas medicinais produtoras de
linalol visando sua padronizacdo para evitar a extingdo de espécies como 0 pau rosa.

2.3 A importancia dos nutrientes no metabolismo de plantas

As plantas necessitam de todos os nutrientes para completar seu ciclo, aqueles que sdo
exigidos em maiores quantidades sdo denominados macronutrientes que sdo nitrogénio (N),
fosforo (P), potassio (K), enxofre (S), calcio (Ca’*) e magnésio (Mg?*) e os exigidos em
menores quantidades sdo 0s micronutrientes cobre, zinco, ferro, manganés, molibdénio, boro
e sddio (MAATHUIS, 2009).

O N ¢é o macronutriente mais importante para a planta, tem como funcao principal
fornecer grupos de aminoacidos, proteinas e acidos nucléicos, é essencial na bioquimica de
varios compostos ndo proteicos como as coenzimas e metabolitos secundarios. O P participa
das reacOes de ATP, é componente de acidos nucleicos, coenzimas, possui um papel estrutural
compondo os fosfolipideos de membrana. O K é cofator de mais de 40 enzimas. O SO,*-é
reduzido até S e incorporado no aminoécido cisteina para formar o tripeptideo glutationa
(Glu-Cys-Gly). O Ca?* possui um papel estrutural na parede celular e atua como segundo
mensageiro nas vias de sinalizacdo e o0 Mg”* é constituinte da molécula de clorofila e cofator
enzimatico de muitas reacfes (TAIZ; ZEIGER, 2006).

2.3.1 O efeito da nutricdo mineral no metabolismo primario e secundario

A Figura 3 ilustra o efeito do fornecimento de nitrogénio no metabolismo de carbono.

O esguema mostra as principais enzimas, incluindo nitrato redutase (NR), nitrito
redutase (NiR), glutamina sintetase (GS), glutamato sintase (GOGAT) no metabolismo de
nitrogénio, isocitrato desidrogenase NADP-dependente (NADP-ICDH), citrato sintase (CS),
piruvato. cinase (PK), PEPcase (fosfoenolpiruvato carboxilase), SPS (sacarose fosfato sintase)
no metabolismo de carbono, e seus metabolitos principais, incluindo a glutamina (Gln),
glutamato (Glu), a cetoglutarato, isocitrato (IC), piruvato (pir), PEP, 3-fosfo glicerato
(BPGA), glicose 1-fosfato (Gli IP), e ribulose-l,5-bifosfato (RuBP). As reacGes enzimaticas
sdo mostradas como tracos finos e processos de transporte sdo mostrados como tragos mais
largos.
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Figura 3. Vias do metabolismo de nitrogénio e de carbono em plantas.
Fonte: Adaptado de Scheible et al. (1997)

O fornecimento de nutrientes as plantas tem efeito no metabolismo primério
promovendo incrementos na biomassa e acimulo de nutrientes nos tecidos vegetais (raiz,
caule e folha). O fornecimento de nitrato aumenta a atividade da enzima nitrato redutase
(CHEN et al., 2004), da NiR e GS/GOGAT e aumenta os niveis de aminoacidos (BUYSSE et
al., 1996; SANTOS et al., 2003), e consequentemente promove alteragdes no metabolismo de
carbono, estimulando a sintese de &cidos organicos para fornecer esqueletos de carbono para
incorporacdo de N na biossintese de aminoécidos (SCHEIBLE et al., 2000). Esses efeitos se
refletem no metabolismo secundario na producao de 6leo essencial (AZIZI et al., 2009).

As plantas retiram esses minerais da solucdo do solo através da absorcdo das formas
ibnicas pelas raizes, onde alguns elementos podem ser absorvidos na forma de cations como
Ca’" Mg* and K*, e outros sdo absorvidos na forma anidnica como PO,*-, SO/~ O
nitrogénio pode ser absorvido na membrana plasmatica das raizes em ambas as formas
inorganicas, como NO3™ (simporte) ou NH4" por uniporte (Figura 4).
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Figura 4. Absorcéo de nitrato (NO5") e de amdnio (NH,") através da membrana plasmatica de plantas.
Fonte: Souza; Fernandes (2006)

A reducdo de NOj é a principal via que converte as formas inorganicas de nitrogénio
em organicas, estima-se que 25% da energia da fotossintese seja consumida na reducdo e
assimilacdo de NO3; (SOLOMONSON; BARBER, 1990). Pois, as vias de reducdo e
assimilacdo necessitam de ATP, de NADH (NADPH), ferredoxina e de intermediarios do
ciclo de Krebs (a-cetoglutarato) para as reagdes, o que significa que a assimilagdo requer
energia, doadores de elétrons e esqueletos de carbono, de maneira que ocorre uma competicao
entre o metabolismo de N e o de Carbono (SOUZA; FERNANDES, 2006).

O nitrato (NO3") ao ser absorvido entra no citoplasma e é reduzido pela enzima nitrato
redutase (Figura 5) a NO,™ e nos plastideos a enzima nitrito redutase reduz o NO,"a NH,4". Se
0 NOj3 ndo for reduzido, ele pode ser acumulado no vacuolo ou ser exportado para outras
partes da planta (CARDENAS-NAVARRO et al., 1999). O NH4" absorvido ou oriundo da
reducdo do NOj3 € imediatamente incorporado em esqueletos de carbono por meio das
enzimas glutamina sintetase e glutamato sintase GS-GOGAT (SOUZA; FERNANDES,
2006).
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Figura 5. Reducdo do NO; a NO, " no citossol pela enzima Nitrato redutase (NR) e do NO, ~a NH, *
pela enzima Nitrito redutase (NiR) no plastideo.
Fonte: Souza; Fernandes (2006)

A Nitrato redutase (NR) € a primeira enzima na via de reducdo do NO3 em plantas e
representa a etapa limitante da assimilacdo de NOj". A sua atividade € induzida pela presenca
de NOj3 no solo e pela concentracdo de aglcar exdgeno, ja sua inibicdo se da na presenca dos
aminoacidos asparagina e glutamina (SIVASANKAR et al., 1997).

Por ser uma enzima gue é induzida na presenca do substrato (NO3’), a NR tem grande
influéncia no acumulo de NOjz nos tecidos (CARDENAS-NAVARRO et al., 1999;
SOLOMONSON; BARBER, 1990). Chen et al., (2004) também observou que a atividade da
nitrato redutase (ARN) e o acumulo de nitrato nos tecidos é dependente do nitrato exdgeno,
de forma a se obter efeito positivo na ANR quando se utiliza doses menores de NOs’, e
quando se eleva a dose atinge-se um platd ou até mesmo uma diminui¢do na ANR.

Para confirmar os efeitos da absorcdo de ions NO3 no crescimento das plantas e no
acumulo deles nos tecidos, estudos foram realizados indicando que as plantas respondem bem
a uma fertilizacdo moderada (SHARAFZADEH; ALIZADEH, 2011), sendo a resposta ao
crescimento dependente do fornecimento de nitrato. Em altos niveis as plantas exibiram
sintomas de toxidez que se refletiu na diminuicdo do crescimento, com concentracdo de
nitrato nos tecidos maior de acordo com o aumento da dose. Portanto, na dose mais alta houve
um lento aumento no contetdo de nitrato na planta (CHEN et al., 2004), o que sugere que 0
excesso de NO3z™ no solo foi desnecessario e promoveu na verdade o aumento de residuos de
NOs no solo que pode sofrer processo de lixiviagdo e aumentar os niveis de contaminacéao
desse ambiente.

O fornecimento de nutrientes € uma ferramenta utilizada na agricultura para o aumento
da produtividade em biomassa, e esses nutrientes afetam também as concentracdes dos
metabolitos secundarios (STEFANELLI et al.,, 2010). A disponibilidade de nutrientes
oferecido as plantas, se reflete no rendimento e no perfil de 6éleo essencial das plantas
aromaticas, a medida que aumenta a biomassa da planta (SANGWAN et al., 2001). Niveis
mais elevados de nitrogénio promoveram aumento na producdo de matéria seca de orégano e
uma diminuigdo no teor de 6leo essencial, ja a composicdo do 6leo essencial dessas plantas
foi independente das condicGes de cultivo (AZIZI et al., 2009). Contudo, deve-se considerar
que os efeitos dos nutrientes no perfil de 6leo essencial podem ser variaveis de acordo com a
variedade utilizada (SIFOLA; BARBIERI, 2006).

Em manjericdo testando trés niveis de N (50, 100 e 150 kg. ha™), duas doses de P (50
e 100 kg. ha) e de K (50 e 100 kg. ha™), verificou-se que com niveis moderados de NPK
(150: 50:100) pode-se obter bom rendimento de de 6leo essencial e de biomassa fresca e seca
(SHARAFZADEH; ALIZADEH, 2011). Ao avaliar os niveis dos metabdlitos da via do
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mevalonato como o linalol em variedades de manjericdo, observou-se um aumento conforme
0 aumento da disponibilidade de N (ZHELJAZKOV; CANTRELL,; et al., 2008).

2.4 Metabolismo primario e secundério

O metabolismo € um conjunto de reacdes que ocorrem na célula que é direcionado
pelas enzimas, coenzimas e cofatores que sdo responsaveis pela producdo de substancias nas
vias metabolicas, sendo os compostos quimicos formados, degradados ou transformados
denominados metabdlitos SIMOES et al. (1999).

As reacOes do metabolismo primario sdo aquelas que as plantas realizam para sintese,
degradacéo e interconvercdo dos compostos organicos para sua sobrevivencia, crescimento e
reproducédo e precisam de energia oriunda do ATP e poder redutor proveniente do NADPH
para que ocorra sintese de compostos fundamentais como os agucares, aminoacidos, acidos
graxos e nucleotideos (DEWICK, 2002).

Diferente do metabolismo primério, o metabolismo secundario ocorre em alguns
tecidos ou células especiais, esta relacionado a adaptacdo por meio da interacdo dessas plantas
com o ambiente bidtico e abidtico, servindo como atrativo para polinizadores ou para
dispersdo de sementes para sua sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie. Esses metabolitos
possuem varias funcBes entre elas estdo as de defesas naturais da planta, formam resinas,
latex, sdo inseticidas naturais, atuam como antibioticos para proteger a planta de
microorganismos patogénicos. Sao liberados contra ataques de predadores, e também séo
substancias aleloquimicas emitidas contra outras plantas competidoras ao seu redor
(KROYMANN, 2011; MITHOFER; BOLAND, 2012; PICHERSKY; GERSHENZON,
2002).

No metabolismo primario, o acetil-CoA é um metabdlito chave, sendo um
intermediario para varias vias metabdlicas. E produzido nos plastideos, na mitocondria e no
citoplasma, ocupando uma posi¢do central no metabolismo, o seu fluxo controla a taxa de
reservas de carbono em plantas que pode ser convertida em muitos produtos quimicos
importantes. Pode entrar no ciclo de Krebs e originar os aminoacidos como aspartato,
isoleucina, lisina metionina e glutamato. O pool de acetil-CoA também serve como substrato
para sintese de lipideos e de isoprenos na via do mevalonato (GARCIA, 2004) e para sintese
de outros metabolitos secundarios (OLIVER et al., 2009).

Além do acetil-CoA, o pool de piruvato e de gliceraldeido 3-fosfato disponiveis a
partir da fotossintese e do metabolismo da via glicolitica sdo importantes precursores para a
sintese de metabolitos secundarios como isoprenos na via plastidial (via metil eritrol fosfato).

A partir do metabolismo da glicose, os intermedidrios na via glicolitica como
fosfoenolpiruvato e eritrose- 4 fosfato vdo dar origem ao acido chiquimico e fenilpropandides,
o0 gliceraldeido 3-fosfato e o piruvato formam desoxi-xilulose 5-fosfato na via metil eritrol
fosfato precursores dos terpenos em 6leos essenciais, e a descarboxilacdo do piruvato a acetil-
CoA gera o acido mevalénico.

A Figura 6 ilustra a relacdo entre os metabolitos primarios e secundarios, ressaltando
os intermediarios chaves (metabdlitos primarios), que vao se condensar para dar origem aos
metabdlitos secundarios.

Além de exercerem inumeras funcGes importantes para as plantas os metabolitos
secundarios sdo importantes fontes de vitaminas caroteno e tocoferol e também fontes
importante de principios ativos farmacoldgicos para uso na saide humana como o taxol com
grande importancia no tratamento do cancer (AJIKUMAR et al., 2010).
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Figura 6. Esquema que ilustra a relacdo entre metabolismo priméario e secundario, destacando (setas) a
origem dos metabdlitos secundarios a partir da glicose e do CO, fotossintético.
Fonte: Adaptado de Glas et al. (2012).

Partindo-se dos intermediarios da glicélise (fosfoenolpiruvato) e da via das pentoses
fosfato (eritrose-4-fosfato) é formado o &cido chiquimico que pode ser metabolizado a acido
corismico e este origina 0os aminoacidos arométicos triptofano, tirosina e fenilalanina. A
tirosina e o triptofano sdo precursores de alcaldides e a fenilalanina da origem aos
flavonoides, cumarinas, lignanas e fenilpropandides (HERRMANN; WEAVER, 1999).

2.5 Biossintese de metabolitos secundarios:

2.5.1 Via do mevalonato (MVA) e via metil eritrol fosfato (MEP) para biossintese de
isoprenos

As unidades isoprénicas sdo as unidades formadoras dos terpenos, essas moléculas sdo
consideradas 0s blocos de construcdo para muitas substdncias naturais, desde 0s
monoterpenos aos esteroides (WITHERS; KEASLING, 2007). Os isoprenos tem grande
importancia no metabolismo primario das plantas, como os constituintes de membranas
celulares, por exemplo, os esteroides de membrana, pigmentos fotossintéticos (carotenoides),
transportadores de elétrons (citocromo a, quinonas e clorofilas) a horménios vegetais como
4cido  abscisico, citocininas e giberelinas (RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006;
RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2004), esquematizados na Figura 7.
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Figura 7. Esquema das vias citossolica e plastidial para a biossintese de Isopentenil Pirofosfato (IPP)
e Dimetilalil Pirofosfato (DMAPP) e das moléculas formadas a partir destes.
Fonte: Adaptado de Rodriguez-Concepcidn et al. (2004)

A via classica do mevalonato foi elucidada a partir de estudos iniciados em animais e
leveduras, no qual se descobriu a participacdo do acetil-CoA e da enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA redutase (HMGR) com papel chave nessa via, que gera o acido mevalbnico
precursor do Isopentenil pirofosfato (IPP) e de seu isomero Dimetilalil pirofosfato (DMAPP)
(DALE et al., 1995).

Até os anos 1990 apenas a via do mevalonato (MVA) era conhecida por produzir
exclusivamente as unidades isoprénicas. Contudo, os estudos de Rohmer (1999) e McCaskill;
Croteu (1999a) promoveram avangos na area do metabolismo vegetal, com a descoberta de
uma via alternativa e independente da via do mevalonato. Essa via recebeu varias
denominacdes como via plastidial, via ndo mevalonato, via independente do mevalonato e via
metil eritrol fosfato (MEP) ou Deoxi- xilulose fosfato (DXP).

Esse fato revolucionou os conhecimentos sobre a biossintese dos terpenos em plantas,
pois se identificou os intermediarios totalmente diferentes daqueles da via mevalonato e as
enzimas envolvidas no processo de formacdo dos mesmos precursores, o IPP e 0 DMAPP.
Essas duas vias metabdlicas embora distintas, partindo de precursores diferentes séo
responsaveis pela formacao de IPP e DMAPP e ocorrem simultaneamente em compartimentos
diferentes para originar diferentes classes de terpenos.

A via Metil Eritrol Fosfato ou MEP (Figura 8) foi descrita primeiro em bactérias e
algas e posteriormente em plantas por Rohmer (1999) McCaskill & Croteu (1999). A via
ocorre no plastidio e produz IPP e DMAPP para a biossintese de terpenos relacionados a
fotossintese como as cadeias laterais das clorofilas, plastoquinonas e fitoquinonas e
horménios como giberelina e acido absisico. Para demonstrar a funcdo e a importancia dos
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terpenos produzidos pela MEP, foi realizado estudo em Arabidopsis com mutante cla-1 do
gene CLA1L que codifica para a enzima Deoxi-xilulose fosfato sintase (DXS), e verificaram
fenotipo albino, diminuicdo de clorofila e caroteno nos plastideos (ESTEVEZ et al., 2000).
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Figura 8. Esquema das vias da biosintese de Isopentenil pirofosfato (IPP) e Dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) em plantas.

A via Mevalonato no citosol e a via Metil Eritrol Fosfato no plastidio.

Enzimas via MVA: AACT: Acetoacetil CoA Tiolase; HMGS: 3-Hidroxi- 3- metil Glutaril CoA
sintase; HMGR: 3-Hidroxi- 3- metil Glutaril CoA sintase; MK: Mevalonato kinase; PPMD
Mevalonato 5-difosfato descarboxilase; IDI - Isopentil pirofosfato isomerase.

Fonte: Adaptado de Hemmerlin et al. (2012) e Crowell, et al. (2002)

A reacdo da via MEP (Figura 8) é iniciada através da condensacdo das moléculas de
D-gliceraldeido 3-fosfato com o carbono 2 do piruvato, pelo qual se obtém a formacéao de 1
deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) como o primeiro produto da via biossintética, sendo a
primeira enzima na etapa de sintese a Deoxi- Xilulose sintase (DXS), é considerada uma das
principais enzima na via (ESTEVEZ et al., 2000; GUTIERREZ-NAVA et al., 2004). A etapa
subseqiiente de reducdo e isomerizacdo é feita pela enzima 1-deoxi-5-foafato reduto
isomerase (DXR) que forma o 2-C-metil D-eritrol-4-fosfato (MEP) que deu origem ao nome
da via (WITHERS; KEASLING, 2007).

Ap0s a formagéo do 2-C-metil D-eritrol-4-fosfato, este é convertido a 4-difosfocitidil-
2-C-metil D-eritrol (CDP-ME) que é fosforilado no grupo hidroxila na posi¢édo 2, gerando o
4-difosfocitidil-2-C-metil D-eritrol 2-fosfato (CDP-MEP), estas etapas séo catalisadas pela
CDP-ME sintase (2-C-metil D-eritrol 4-fosfato citidiltransferase ou MCT) e (CDP-ME kinase
ou CMK). Entdo, CDP-ME ¢ convertido a 2-C-metil D-eritrol 2,4-ciclodifosfato (ME-CPP)
pela ME-cPP sintase (MDS). Este é reduzido a 1-hidroxi- 2-metil 2-(E)- butenil 4-difosfato
(HMBPP) pela enzima 1-hidroxi- 2-metil 2-(E)- butenil 4-difosfato sintase (HDS). A Ultima
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etapa é catalisada pela enzima 1-hidroxi- 2,4-metil butenil 4-difosfato redutase (HDR), que
produz uma proporc¢do de 5-6:1 de IPP e DMAPP que logo em seguida é ajustada para uma
proporcéo de 7:3 pela Isopentenil pirofosfato isomerase (IDI) (HEMMERLIN et al., 2012).

Todos os genes da via MEP sdo regulados transcricional e pés-transcricionalmente
para controle dos niveis de transcritos de RNAm de diferentes proteinas. Estudos sugerem que
a regulacdo pos-trancricional seja um importante fator que controla a via MEP (GUEVARA-
GARCIA et al., 2005).

Mesmo as duas vias ocorrendo em compartimentimentos diferentes, os derivados da
via MVA podem ser usados para a sintese de isoprenos na via MEP e os produtos oriundos da
via MEP podem ser exportados para o citosol em algumas plantas (GUTIERREZ-NAVA et
al., 2004; HEMMERLIN et al., 2003; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006).

Em plantas a via do mevalonato ocorre principalmente no citoplasma e nas
mitocondrias, e tem como produtos de sua sSintese 0Ss sesquiterpenes e esterois
predominantemente (RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006), sendo o Acetil-CoA o precursor
para a sintese de isoprenos. A Figura 8 ilustra todas as etapas de reacdo e as principais
enzimas envolvidas em ambas as vias.

Em leveduras e animais ja foi demonstrado que a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
CoA redutase (HMGR) é uma enzima chave e altamente regulada, e tem importancia na
formacéo do colesterol (DEY; HARBORNE, 1997).

Em plantas ela também é considerada chave para o metabolismo de isoprenos e estéo
envolvidas na biossintese de colesterol (CHAPPELL et al., 1995). Os produtos finais
derivados de isoprenos na via MVA em plantas sdo os esterdides como sitosterol,
camposterol, stigmasterol que vao compor a estrutura da membrana (HARKER et al., 2003),
o dolicol participa da glicosilacdo de proteinas e hormdnios como citocinina. A cadeia lateral
da ubiquinona é formada no citosol a partir de IPP e posteriormente importada para a
mitocondria.

Varios genes codificam para HMGR dependendo da espécie de planta, e a expressdo
diferencial desses genes pode regular a atividade da HMGR, dessa forma, a presenca de
maltiplos genes pode sugerir que diferentes isoformas estejam envolvidas na biossintese de
isoprenos nos diferentes compartimentos (STERMER et al., 1994).

2.5.2 A 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMGR): enzima chave na via do
mevalonato para producao de terpenos

A andlise das sequéncias de aminoacidos revelou que a enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA redutase (HMGR) em plantas tem grande semelhanca com a de outros
eucariotos, principalmente em relacdo a por¢do C-terminal que contém o dominio catalitico, e
apresenta-se altamente conservada. A diferenca no dominio da proteina entre animais e
plantas, € que o primeiro apresenta oito dominios transmembrana e as plantas apenas dois
(FRIESEN; RODWELL, 2004).

A enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase estd localizada no reticulo
endoplasmatico (RE) de eucariotos (Figura 9). A HMGR em plantas apresenta um residuo N-
terminal divergente com dois dominios transmembrana que sdo hidrofdébicos e, que estdo
ancorados a membrana do reticulo endoplamatico. E o residuo conservado C-terminal, que
contém o sitio catalitico, esta voltado para o citosol, e possui uma pequena regido de ligacao
que conecta as duas porcOes da proteina, também altamente divergente (DALE et al., 1995;
FRIESEN; RODWELL, 2004).
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Figura 9. Modelo proposto para a 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMGR) de plantas na

membrana do reticulo endoplasmatico (RE).
H1e H2 representam os dominios transmembrana. Fonte: Adaptado de Leivar et al. (2005)

Deenen et al. (2012) isolaram as sequéncias de genes da via MVA do latex de
Taraxacum brevicorniculatum, incluindo as sequencias de cDNA que codificam para HMGR
(TbOHMGR1-2) e propuseram um modelo tridimensional sendo composta por trés dominios
(Figura 10). Um dominio a-hélice N-terminal pequeno, um dominio central grande que
contém duas moléculas de HMG-CoA ligadas e um NADP(H) ligado e um dominio menor
que os outros que é o dominio S que abriga um NADP(H). O sitio de fosforilagdo no residuo
de serina esta marcado com a seta (Figura 10).

a N-domain b N-domain
7; ’ . ) S-domain 1" ' > S-domain
(T NaoPp) LB D ™ NADPH) o

- 4 .
B A TN <] NG
/v .} \C‘du / /v '} \'ﬂ'“//
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L-domain ‘.\“‘ L L-domain \'\ :

Figura 10. Proposta para estrutura tridimensional da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase
(HMGR) em T. brevicorniculatum
A: TOHMGR1; B: TOHMGRZ2, o sitio de fosforilagdo no residuo de serina esta marcado com a seta

Fonte: adaptado de Deenen et al. (2012)
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2.5.2.1 A reacdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMGR)

Apb6s a condensacdo de trés moléculas de acetil CoA origina-se o 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), essa condensacéo € realizada pela enzima HMG-CoA
sintase, apds essa etapa ocorre a reducao desse substrato a mevalonato, catalisada pela enzima
3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMGR) citosélica e mitocondrial em plantas
(DEWICK, 2002).

A reacdo é de natureza irreversivel e sdo necessarias duas moléculas de NADPH como
doador de elétrons para cada mevalonato reduzido (Figura 11), originando uma diversidade de
compostos derivados de isoprenos que variam em sua estrutura bem como em suas funcdes
(MIZIORKO, 2011).

(S)-HMG-CoA + 2 NADPH + 2H*- (R) — Mevalonato + 2NADP* + CoASH

+ H
NADPH  NADP O Ho, OH,O)

HO (s) SCoA HO (S) SSCoA
S-HMG-SCoA mevaloyl-SCoA
CoASH +
O HO CH,H NADPH NADP O HO CH;,
*L' HOWO ~ A HOWOH
mevaldeido R-mevalonato

Figura 11. Etapas na reacdo de reducédo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMGR)
Fonte: Miziorko (2011)

Friesen; Rodwell (2004) sugerem o papel dos aminoacidos aspartato, glutamato,
histidina e lisina na catalise da HMGR (Figura 12).
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Figura 12. Proposta para o mecanismo de reacdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase em

bactéria.
Os residuos cataliticos essenciais sdo Lys267, Asp283, Glu83 e His381.
Fonte: Friesen; Rodwell (2004)

17



A partir da formacdo do acido mevaldnico (Figura 13) ocorrem duas etapas de
fosforilagdo pela mevalonato Kinase e mevalonato 5-fosfato Kinase e posterior
descarboxilacdo pela mevalonato 5-difosfato descarboxilase, gerando o IPP.

4] v r

HO,C <« HOC -— HO,C
3 OH ~0 - ™scon

2 4
Acido Acido mevaldico Acido mevaldico
mevalbnico hemiacetal
Fosforilagdo l 2x ATP
sequencial do alcool 0 Isomerizacdo alililica
primario a difosfato I estereoespecifica; equilibrio a
HO—]ID—O—,-—\DP favor do DMAPP
ATP 5
MH —CO, HC;)-\ 3 1 isomerase )\/\
H ranY Y — = 2 —_—— \
0 OPP ; Uy orre OPP
Hp Hg
IPP DMAPP

ATP facilita a descarboxilagéo-
eliminacéo

Figura 13. Metabolismo do acido mevalénico ao isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isémero
dimetilalil pirofosfato (DMAPP).

As enzimas estdo descritas em ordem de reacdo: mevalonato kinase; mevalonato 5-fosfato kinase e
mevalonato 5-difosfato descarboxilase.

Fonte: Dewick (2002)

Com a formacéo de IPP e DMAPP pela isomerase, ocorre a condensacdo cabeca-
cauda dessas unidades, em uma reagéo catalisada por prenil transferases para produzir geranil
pirofosfato (GPP, C-10) que é o precursor dos monoterpenos através da acdo da enzima GPP
sintase. GPP se liga a mais uma unidade de IPP para gerar Farnesil difosfato (FPP, C-15) que
ligado a mais um IPP, forma geranil geranil pirofosfato (GGPP, C-20) que é base para
biossintese de muitos diterpenos. A juncdo de duas moléculas de GGPP gera o fitoeno (C-40),
um intermediario dos carotenos. FPP é o precursor de sesquiterpenos, no qual a reacdo
cabeca-cauda de dois FPP forma o esqualeno (C-30), um intermediario dos esterdides e
triterpenos (VALDIVIA et al. 1997, DEWICK, 2002), gerando assim uma variedade de
produtos naturais de derivados terpénicos em muitas plantas (BRAMLEY, 1997; CROTEAU,
1987).

2.5.2.2 Monoterpenos: Linalol e a enzima Linalol sintase (LIS)

Estédo ilustradas na Figura 14 as estruturas de alguns monoterpenos e sesquiterpenos de
manjericao.
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Figura 14. Principais monoterpenos (do linalol ao neral), sesquiterpenos (do o-humuleno ao a-
bergamoteno) sintetizados nos tricomas glandulares de manjericéo.
Fonte: lijima et al. (2004)

Dentre os monoterpenos o linalol, 1,8 cineol, sabineno, geraniol, nerol, geranial, neral,
e sesquiterpenos o humuleno, B cariofileno, a selineno, Pselineno, D germacreno, o
bisaboleno, o zingibereno ¢ o bergamoteno entre outros metabdlitos que estdo em menor
quantidade, sdo constituintes do 6leo essencial em manjericdao (IIJIMA; DAVIDOVICH-
RIKANATI; et al., 2004).

A geranil pirofosfato sintase (GPPS) foi isolada nos plastidios ndo fotossintetizantes e
nas células do parénquima do cloroplasto, esta observagdo comprova que biosintese de
monoterpenos ndo ocorre exclusivamente em tecidos especializados como 0s tricomas
secretores (BOUVIER et al., 2000). Esta enzima catalisa a condensagéo de IPP e DMPP para
formar o geranil pirofosfato (GPP) (Figura 15).
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Apos a formacdo do GPP, a linalol sintase (LIS) que é uma enzima monomeérica da
classe das monoterpenos sintases catalisa a conversao do GPP a (3)-S-linalol em Clarkia
breweri (PICHERSKY et al., 1995). Em menta e outras plantas da familia Lamiacea, a LIS
forma o (3)-R-linalol e seu possivel mecanismo de agdo envolve a ligacdo do substrato no
sitio ativo e sua ionizacao por metais, seguido da saida do grupo OPP gerando um carbocation
que sofre um ataque nucleofilico pela 4gua (CROWELL et al., 2002).

Figura 15. Reacdo Geranil pirofosfato sintase e estrutura do linalol.

A: Mecanismo de reacdo de conversdo de Geranil pirofosfato (GPP) a linalol e estrutura.

Estrutura do (-)-3R linalol (+)-3S- linalol. B: Estrutura em hélice da linalol sintase (LIS) com o
substrato GPP ancorado no sitio ativo. Fonte: Adaptado de Crowell, et al. (2002).

O linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol ou 1,6-octadien-3-ol, 3,7-dimetil), cuja
férmula molecular é C19HgO, € um monoterpeno alcodlico de cadeia aberta que existe nas
duas formas enantiomericas, 3S (+) e 3R (-)- linalol, na qual diferem em suas propriedades
farmacoldgicas (PEANA et al., 2006) e olfativas (SUGAWARA et al., 2000).

Ravid et al. (1997) analisou o 6leo essencial de varias cultivares de O.basilicum que
foram produzidas em Centros de Pesquisa, assim como também analisou varios 6leos
essenciais comerciais, ambos de diversas origens, utilizando o CG-FID. Em suas analises
verificou-se que na maioria dos casos foi obtido o enéntiomero R (-)- linalol opticamente
puro, o linalol foi o principal componente (43,8 £ 67,6%) nas variedades produzidas em
laboratdrio, enquanto metil chavicol foi o principal componente (68,1 + 77,3%) em sete 6leos
de manjericdo comercial; cinco principais quimiotipos foram encontrados nas amostras das
espécies de Ocimum, o quimiotipo linalol e eugenol; quimiotipo linalol e metil chavicol,
quimiotipo linalol e trans-metil cinamato; e quimiotipo eugenol e metil eugenol.
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A ordem de eluicao obtida no seu experimento dos enantiomeros R (-) e S (+)- linalol
pode ser vista na Figura 16. De acordo com Sugawara et. al. (2000) o R(-) tem rotacéo
especifica de [a]D= -15,1e S (+)- linalol tem rotagdo especifica de [a]D= +17,.4 ¢ RS (¥)-
linalol tem rotacéo especifica de [o]D= 0.

ke

1 I .
T -

I
20 22 MIN

Figura 16. Separagdo dos enantiomeros do linalol isolados de O. basilicum com predominéncia do
isdmero R Linalol.
Fonte: Ravid et.al. (1997).

Em relacdo a fragrancia os enantiomeros diferem consideravelmente, o S (+) linalol ou
isdbmero dextrorotatério € chamado de coriandrol, possui uma fragrancia herbacea com tom de
folhas envelhecidas e nota de frutas citricas e seu valor econémico € mais elevado. O R (-)-
linalol ou isbmero levorotatério é chamado de licareol, possui uma fragrancia de lavanda e
flores frescas com nota de lirio do vale (RAVID et al., 1997; SUGAWARA et al., 2000).

Além de sua utilizacdo em perfumes, também compbe a férmula de xampus,
sabonetes, locdo corporal, creme facial, antitranspirante e outros produtos de higiene, com
limite maximo de 20% do uso do 6leo em fragrancias. O linalol também é utilizado para uso
ndo cosmético como detergente de limpeza (KAMATOU; VILIOEN, 2008; LAPCZYNSKI et
al., 2008). O linalol é uma fonte alternativa para tratamento de enfermidades, bem como no
combate a pragas de insetos e microorganismos e tem sua aplicacdo nas industrias cosmética e
alimenticia e na fitoterapia (HUSSAIN et al., 2008; SAGGIORATO, 2008; TRIPATHI et al.,
2009; ZHANG et al., 2009).
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2.5.3  Viado chiquimato: Biossintese da fenilalanina

A biosintese fenilalanina (Phe) ocorre na via do chiquimato (Figura 17) para formar
posteriromente o eugenol e outros fenilpropandides. Essa via liga o metabolismo de
carboidratos a biosintese de aminoacidos aromaticos e € encontrada em microrganismos e
plantas, mas ndo em animais (HERRMANN & WEAVER, 1999).
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Figura 17. Via do chiquimato em plantas.
A partir do qual é formado o corismato precursor dos aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina e
fenilalanina que vao gerar varios metabolitos secundarios. Fonte: Weaver & Herrmann (1997)
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A condensacdo do fosfoenolpiruvato (PEP) derivado da via glicolitica com a eritrose
4-fosfato (E-4P) intermediario da via das pentoses fosfato gera o 3-deoxi-D-
arabinoheptulosanato 7-fosfato. Este primeiro intermediario da via é convertido em seis
etapas enzimaticas a corismato que é substrato de vérias via levando a formacéo de alguns
metabolitos primarios, dentre eles o aminoacido aromatico fenilalanina (WEAVER &
HERRMANN, 1997).

A corismato mutase (CM) converte corismato a prefenato, e apds a enzima prefenato
aminotransferase (PAT) catalisa a conversdo de prefenato a arogenato, e a arogenato
desidratase (ADT) gera a fenilalanina (Figura 18).
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Figura 18. Via de biossintese de aminoacidos arométicos em plantas.
A principal via de biossintese da Phe a partir do arogenato € indicada pelas setas mais largas.
Fonte: Adaptado de Tzin; Galili (2010)

2.5.4  Via dos fenilpropandides: papel da fenilalanina amonia liase (PAL) e da Eugenol
sintase (EGS) na biosintese do eugenol

A enzima Fenilalanina aménia liase (PAL EC 4.3.1.5) promove a desaminacdo da
fenilalanina gerando uma molécula de amdnia e é&cido cindmico, precursor dos
fenilpropandides (ArC3) que possuem uma cadeia lateral de trés atomos de carbono ligada ao
anel aromatico. A reducdo na cadeia lateral do &cido cindmico leva a formacgdo de compostos
presentes em Gleos essenciais como o0 eugenol no cravo- da india e em outras plantas.
(DEWICK, 2002).

A fenilalanina aménia liase (PAL) é uma enzima citosolica com ampla distribuicdo
em plantas. A sua estrutura tridimensional foi descrita por cristalografia de raio-X (Figura
19), a catalise no sitio ativo é governada por momentos de dipolo (Figura 19) de sete alfa-

23



hélices associadas com seis polos positivo e um polo negativo, a triade catalitica € promovida
por residuos conservados de Ala- Ser-Gli (CALABRESE et al., 2004).

Figura 19. Estrutura quaternaria e terciaria da enzima fenilalanina aménia liase (PAL).

A: Estrutura quaternaria da PAL, vista superior do tetramero, os quatro mondmeros estdo coloridos em
vermelho, azul, verde e amarelo. B: Estrutura terciaria da PAL. As trés hélices no nucleo central,
levando ao sitio ativo, sdo de cor azul, verde e amarelo. C: Sete alfa-hélices associadas aos sitios
ativos da PAL. Seis p6los positivo e um pélo negativo das sete hélices, direcionando para os residuos
do sitio ativo.

Fonte: Modificado de Calabrese et al. (2004)

Esta enzima € o ponto de ligacdo entre 0 metabolismo primario e secundério (I1JIMA;
DAVIDOVICH-RIKANATI; et al., 2004). Sua funcéo € a catalisar a biotransformacédo da L-
fenilalanina (L-Phe) em &cido trans-cinamico (Figura 20) e amonio, e a partir de t-cinamico
gera o acido p-cuméarico e fertlico com posterior formacdo de eugenol, metil eugenol,
chavicol e metil chavicol (GANG et al., 2001). E outros derivados como flavondides,
cumarinas, ligninas e taninos, todos esses compostos derivados de fenilpropanoides podem
ser induzidos por estresses abidticos como deficiéncia de nitrogénio, fosforo, ferro, luz UV e
baixa temperatura(DIXON; PAIVA, 1995).

Plantas sob deficiencia de N podem desviar seus esqueletos de carbono para a
biosintese de fenilpropandides e intensificar a atividade da PAL para aumentar os niveis de
cumarinas (KOVACIK et al., 2006) e acumular &cido clorogénico (derivado do &cido
cafeico), aumentando a capacidade antioxidante dos extratos de plantas medicinais (GIORGI
et al., 2009).

A atividade da PAL e sua expressao génica em O. basilicum é regulada pelo estagio
de desenvolvimento das plantas diminuindo com a maturidade, apresentando elevada
atividade e expresséo génica antes do florescimento, diminundo depois (ZIAEI; SHARIFI,
2012).
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Figura 20. Via de biossintese de fenilpropandides a partir da fenil alanina aménia liase (PAL).
Fonte: Adaptado de Gang et al. (2001)

A biossintese do eugenol ¢ catalisada pela enzima eugenol sintase (EGS) que converte
0 seu substrato coniferil acetato a eugenol (Figura 21), tendo NADP(H) como cofator.
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Figura 21. Estrutura da enzima eugenol sintase (EGS) e reacao.

A esquerda: ilustrando o cofator NADP+ no sitio ativo, os residuos C e N-terminal da cadeia
polipeptidica. A direita: 0 mecanismo de reagdo proposto para a enzima, partindo do seu substrato
coniferil acetato. Fonte: Adaptado de Louie et al. (2007)
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Uma base catalitica no sitio ativo promove a desprotonacdo do grupo hidroxila do
substrato, isso leva a perda do grupo acetato gerando um intermediario metileno quinona. O
ataque ao carbono 7 do intermediario pelo hidreto derivado do NADPH produz o eugenol
(LOUIE et al., 2007).

O eugenol presente no oOleo essencial manjericdio estd em torno de 66%
(ZHELJAZKQOV; CALLAHAN; et al., 2008), ele também é encontrado em quantidades
significativas (60,6%) no 6leo de cravo (CHRISTIAN & GOGGlI, 2008).

As plantas sintetizam eugenol (Figura 20) como metabdlito de defesa contra os
animais e microrganismos e como atrativo para os polinizadores (YAZAKI, 2006). Por isso,
as plantas medicinais que produzem o0leo essencial com eugenol despertam o interesse tanto
da industria quanto dos 6rgaos de pesquisa (SINGH & MAURYA, 2005).

O eugenol é um componente de grande valor para estudos de atividade antifingica
(CHRISTIAN & GOGGI, 2008), antimicrobiana (SINGH; MAURYA, 2005), antihelmintica
e alelopética (ASHA et al., 2001; KALINOVA et al., 2011).

Devido ao fato da necessidade de novas substancias como alternativa para uso
antifungico, estudos sdo realizados para testar a atividade do eugenol presente nos Oleos
essenciais de algumas plantas e de seus anadlogos contra alguns fungos patdgenos de
importancia clinica como espécies de Candida, Cryptococcus neoformans e dermatéfitos
(CARRASCO et al., 2012). O mecanismo de a¢do antifungico do eugenol se da por uma acéao
simultanea de se ligar ao ergosterol na membrana celular fungica e inibir a sua biossintese em
C. albicans (KHAN et al., 2013).

N&o sO os patdgenos humanos possuem importancia econdmica, mas também o0s
fitopatdgenos sdo responsaveis por muitas perdas na agricultura em culturas como o algodéo,
banana e palma, entre outras (MICHIELSE & REP, 2009), necessitando também de um
controle desses microrganismos sobre as culturas. O eugenol também pode ser utilizado na
protecdo de plantas de importancia econdmica como o trigo contra plantas daninhas devido
aos seus efeitos inibitorios sobre a germinacdo e o crescimento de outras plantas
(KALINOVA et al., 2011).

2.6 Fungos patogénicos e atividade antifungica de 6leo essencial

2.6.1  Fungos fitopatogénicos: Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani

Os fungos sdo organismos eucariotos, sua célula compartilha algumas semelhancas e
diferencas com plantas e animais, ndo possuem cloroplasto, tem grandes vacuolos, membrana
plasmética e uma parede celular semi-rigida responsavel pela forma e integridade estrutural
do organismo (LOGUERCIO-LEITE et al., 2006).

O Fusarium oxysporum é um fungo parasita de varias espécies de plantas
(MICHIELSE; REP, 2009). E classificado de acordo com a sua morfologia em fungo
filamentoso, caracterizado pela formacéo de hifas septadas (KAWURI et al., 2012) que em
conjunto formam o micélio.

As coldnias normalmente formam um micélio de coloragdo geralmente purpura ou
violeta intenso, com producdo de trés tipos de esporos assexuados (Figura 22). Os
microconideos unicelulares, sem septo, cilindricos, retos, curvados ou elipsoides. Os
macronconideos fusiformes com paredes finas e longas, forma de foice, com septos
transversais. E os clamidoconideos se formam a partir da condensacdo dos conteddos das
hifas e dos conidios (GRANADA et al., 2001).
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Figura 22. Imagens de microscopia eletrénica de varredura em Fusarium oxysporum.
A: hifa septada indicada por seta amarela e macroconidio indicado por seta branca. B: microconidio; C
e D: clamidoconideo. Fonte: Kawuri et al.(2012) e Toyota; Kimura (1993).

Vérias espécies de F oxysporum existem na forma de clamidoconideos (latente) no
solo, esperando um estimulo que vem dos exudados das raizes para germinar e infectar a
planta hospedeira. Esse fungo ao penetrar na raiz se transloca pelo xilema até o sistema
vascular e nas células do parénquima produz os conidios e os clamidoconideos, (KRAFT,
1994), ocorre também a fusdo das hifas vegetativas (anastomose) e assim completa o seu ciclo
de vida (GLASS et al., 2004). Os sintomas de infeccdo por F oxysporum na planta sdo
visiveis ocasionando a murcha de plantas como, por exemplo, o tomate (KATAN et al.,
1997).

A Figura 23 mostra a infeccdo do caule de tomate por macroconideos de F.
oxysporum.
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Figura 23. Imagem de microscopia eletronica de varredura de macroconidios em Fusarium
oxysporum colonizando a superficie do caule de tomate cereja.
Fonte: Katan et al. (1997).

Outro fitopatdgeno filamentoso é Rhizoctonia solani, seu micélio vegetativo jovem é
incolor (Figura 24 A), a medida que amadurecem adquirem coloragdo marrom (Figura 24 B) e
formam um sclerotium marrom nas extremidades da placa de Petri (Figura 24 C). O micélio é
composto de hifas (Figura 24 D e E) particionado em células individuais através de um septo
onde ocorre normalmente a fusdo dessas hifas (ZHENG; WANG, 2011).

Figura 24. Fotografias do micélio de Rhizoctonia solani em Placas de Petri e imagens da morfologia
das hifas vegetativas.

A: Micélio vegetativo jovem, B: Micélio vegetativo maduro e C: Esclerétios de R. solani espalhados
pela placa de Petri. Fonte: Zheng; Wang (2011). D: Imagem de microscopia eletrbnica de varredura
das hifas vegetativas, Fonte: Xiong et al. (2013), E: Imagem de microscopia optica das hifas
vegetativas, fonte: Garcia et al.(2006).
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O processo de infeccdo de plantas por R. solani ocorre primeiro através da adesao das
hifas ou pré-infeccdo, penetracdo nas células epidérmicas, colonizagdo da planta hospedeira
com posterior exibicdo dos sintomas (GARCIA et al., 2006) causando a podriddo de
sementes, tombamento, podriddo radicular de frutos e queima foliar em feijdo, soja (Figura
25A), alface e manchas pretas em tubérculo (Figura 25 B). As hifas sdo a base da infeccdo e
penetram pela cuticula ou pelos estbmatos da planta.

A

Figura 25. Sintomas de infecgdo em plantas por Rhizoctonia solani.

A: Sintomas de infeccdo causando manchas na folha de soja, com margens mais escuras irregulares e
branqueadas no centro da folha, fonte: Zheng; Wang (2011) e B: Sintomas de infec¢do em tubérculo
de batata com manchas pretas (esclerotios), fonte: (ABD-ELSALAM et al., 2009).

As doencas causadas por fungos tiveram um aumento crescente nas duas décadas
passadas (FISHER et al., 2012). Estas duas espécies de fungos representam um grande
problema em termos econdmicos, devido ao seu poder de patogenicidade na disseminagéo de
infeccdo em muitas espécies de plantas cultivadas de importancia agricola e medicinal,
causando serios prejuizos (GRANADA et al., 2001; YOUSSEF et al., 2012).

Isso causou como consequéncia a intensificacdo do uso de fungicidas sintéticos nas
areas agricolas que em pouco tempo apresenta resultados eficazes e imediatos (AKINSANMI;
DRENTH, 2012), mas em longo prazo se tornam prejudiciais, pois podem ser lixiviados para
as areas urbanas ou para 0os ambientes aquaticos acumulando-se nos tecidos de organismos
marinhos como 0s peixes, agravando 0s riscos para toda a cadeia alimentar, inclusive para a
populacdo que consome esses organismos (SMALLING et al., 2013).

Assim, a conscientizacdo dos impactos da utilizacdo desses pesticidas tem levado a
procura de alternativas naturais € menos nocivas a partir de plantas medicinais, com
resultados que direcionam para um potencial favoravel dessas plantas no controle de pragas
agricolas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2004).
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2.6.2  Geothricum spp

O género possui onze espécies que estdo distribuidas no ambiente. Em solos com
cultivo de laranja causa a doenca da podridao citrica na raiz que tem gerado muitos prejuizos
agricolas (REN et al., 2012). Essa espécie também foi encontrada acometendo as culturas de
trigo, uva, cereja, e pinheiros, além de terem sido relatados sendo hospedeiros de dipteros e
coleopteros (KURTZMAN et al., 2011).

Morfologicamente as colnias do género sdo brancas e formam hifas verdadeiras
(SUH; BLACKWELL, 2006) perpendiculares ou com muitas ramificacbes que se
desarticulam em artroconodios e/ou blastoconidios (Figura 26).

Figura 26. Imagens de microscopia de Geothricum carabidarum encontrados no intestino de besouros
e lepdopteros.
1: artroconidios cilindricos e 2: hifas septadas. Fonte: Suh; Blackwell (2006).

2.6.3  Leveduras prejudiciais a saude humana: Candida albicans, C.guilliermondii,
C.parapsilosis, C. tropicalis, C.krusei

As espécies de Candida sdo fungos leveduriformes, unicelulares causadores das
micoses superficiais ou sistémicas chamadas candidiases. Diferentes espécies de Candida
atualmente sdo responsaveis por até 50% dos casos de candidiase profundas, entretanto pouca
atencdo tem sido dada a viruléncia destes fungos (HAYNES, 2001).

A incidéncia de infecgbes causadas por Candida spp vem aumentando
substancialmente nos Gltimos anos (TORTORANO et al., 2004) o que contribui agravando o
quadro de saude publica e prolongando o tempo de internacdo dos pacientes nos hospitais. As
espécies mais frequentemente detectadas em pacientes internados foram C. albicans (33 a
70%), seguido de C. parapsilosis (27%) e C. tropicalis (11 a 24%). (GOLDANI; MARIO,
2003; KALKANCI et al., 2007; LEONE et al., 2003). C. Krusei é responsavel por até 5% das
candidemias, no entanto, estudo de caso controle de pacientes com infeccdo sanguinea
atribuiu 48% das mortes a C. Krusei (SCHUSTER et al., 2013). InvestigacGes em pacientes
com suspeita de otomicoses (infec¢do fangica que causa danos no sistema auditivo externo)
foi confirmada a prevaléncia de C. guilliermondii em 19,3% dos casos (ADOUBRYN et al.,
2014)

Das espécies de Candida, C. albicans é um dos principais problemas de satde publica
que afeta até 75% das mulheres (POULAIN, 2013), é microrganismo que habita normalmente
0 trato gastrointestinal e as mucosas sem causar danos, a sua patogenicidade esta relacionada
ao comprometimento sistema imune do seu hospedeiro. Atualmente com o aumento dos casos
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de baixa imunidade e/ou desequilibrio da microbiota gastrointestinal a espécie se tornou uma
das mais importantes do género causando diversas doencgas superficiais da pele e das mucosas
e também infeccdes sistémicas que dificultam o tratamento devido a resisténcia da espécie as
drogas disponiveis no mercado (TSAI et al., 2013).

Candida albicans, € um fungo oportunista e pode se proliferar na forma de levedura,
de hifa ou de pseudohifa (Figura 27). O crescimento leveduriforme se d& pela pelos brotos ou
células filhas que se dissociam da mée. As mudancas fenotipicas em C. albicans auxiliam na
adaptacdo aos diferentes ambientes no hospedeiro e alteram a cor, a forma, o tamanho das
células e a sua capacidade de formar hifas (WHITEWAY; BACHEWICH, 2007). A forma de
hifa (Figura 27) € a preferencial para infeccdo do seu hospedeiro, e a forma leveduriforme se
encontra na superficie do epitélio ou infiltradas nos tecidos a partir da penetracdo das hifas
(GOW; HUBE, 2012; GOW; VEERDONK, 2013).

-
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levedura Pseudo hifa hifa

Figura 27. Morfologia de Candida albicans (esquerda) e etapas de invasdo em um processo de
infecgdo do hospedeiro (direita).

A esquerda: Imagens de microscopia de luz em células de C. albicans na forma de levedura, pseudo-
hifa e hifa (na parte superior) e abaixo a representagdo esquemética de cada tipo de morfologia
assumida por C albicans. Adaptado de Thompson et al.(2011).

A direita: ilustracdo dos passos na invasdo de tecidos por C. albicans. Passo 1: adesdo ao epitélio;
Passo 2: penetracdo epitelial e invasdo de hifas; Passo 3: disseminacdo vascular, que envolve
penetracdo de hifas e semeadura de células de levedura para a corrente sanguinea; e, finalmente, a
colonizacdo endotelial e penetracéo durante a doenca disseminada. Fonte: Gow et a.l (2013).

2.6.4  Saccharomyces cerevisae

Saccharomyces cerevisae assim como Candida sp. sdo microrganismos unicelulares
leveduriformes (THOMPSON et al., 2011) encontrados na natureza em plantas, nas frutas e
no solo. Tradicionalmente sdo utilizados para fermentacdo de pédo e de bebidas, sdo fontes de
suplementos como aditivos alimentares, agentes aromatizantes e fonte de producdo de etanol
para combustivel. (BEKATOROU et al., 2006; JOHNSON, 2013).
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Figura 28. Imagem de microscopia eletrdnica de varredura da superficie externa de Saccharomyces
cerevisae.
Fonte: Johnson, 2013

Tornou-se um grupo de organismo biotecnoldgico muito importante (Esquema 1),
utilizado como um modelo de eucariota, sendo o0 mais estudado e caracterizado, pois
apresenta como vantagem um rapido e fécil cultivo com baixo custo, além de serem
considerados microorganismos seguros. Entretanto, evidéncias indicam o envolvimento de S.
cerevisiae em algumas doengas superficiais e sisttmicas de pacientes internados com a
imunidade comprometida (ENACHE-ANGOULVANT; HENNEQUIN, 2005; MURPHY;
KAVANAGH, 1999).
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Esquema 1. As principais areas de aplicacdo da biotecnologia de leveduras.
Fonte: Adaptado de Johnson (2013)
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2.7 Sitios de producédo de 6leo essencial: tricomas glandulares ou secretores

A biossintese e o armazenamento de metabolitos secundarios ocorre em tecidos
especializados denominados tricomas secretores, ou em cavidades ou ductos secretorios que
consistem em grande espagos intercelulares revestidos por um epitélio de células secretoras e
em ceélulas secretoras que acumulam os produtos secretados dentro seus vacuolos (MAFFEI,
2010).

Os tricomas secretores sdo o local de biossintese de linalol, 1,8 cineol e eugenol. Sdo
estruturas altamente especializadas localizadas na superficie aérea, especificamente na
epiderme das plantas e possuem uma variedade de fungdes na vida das plantas, incluindo a
defesa contra herbivoria e microorganismos. Apresentam uma variedade de forma, tamanho e
composicdo celular. De acordo com Svoboda & Svoboda, (2000) os tricomas sdo
modificacGes da epiderme das folhas, mas também podem estar presentes no caule e nas
flores de muitas plantas da familia Lamiaceae.

Os Oleos essenciais secretados nos tricomas podem possuir diferentes composices
dependendo da familia e da espécie da planta. Ao passo que o tipo de glandula que uma
determinada planta possui e o tipo de éleo secretado sdo caracteristicas importantes para
diferenciar as familias de plantas aromaticas. Na familia Lamiaceae, 0s tricomas que secretam
o0s 6leos se projetam para a superficie aérea da folha indicando uma caracteristica da familia
(LAWRENCET, 2001).

Sé&o classificados em dois tipos principais, os tricomas ndo glandulares e glandulares
(Figura 29). Os tricomas glandulares de muitas plantas tem grande importancia, pois
sintetizam compostos de valor comercial como farmacos, fragrancias, aditivos de alimentos e
inseticidas naturais, portanto, sdo produtos valiosos de grande interesse para exploracdo pela
indUstria farmacéutica, perfumaria e fabricas de pesticidas (PETER; SHANOWER, 1998).
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Figura 29. llustragéo de Tricomas ndo glandulares e glandulares.

A: tricoma néo glandular de Arabidopsis. B: Tricomas glandulares Tipo IV e VI de L. esulentun. C:
Tricomas glandulares de M. piperita. D: Cavidade secretora de Eucalyptus

Fonte: (MCCASKILL; CROTEAU, 1999b)
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O estudo dessas estruturas produtoras de substancias quimicas de propriedades
medicinais atrai um grande nimero de estudiosos no sentido de elucidar sua bioguimica e
com isso conseguir potencializar a sintese de seus produtos finais.

Em relacdo a distribuicdo e o desenvolvimento do tricoma glandular peltado (TGP)
nas plantas, Turner et al. (2000) desenvolveram um trabalho com M. piperita avaliando as
partes apical, média e basal, na superficie abaxial e adaxial das folhas. De acordo com 0s
resultados novas glandulas s&o formadas até cessar a expansdo da folha com uma distribuicao
ndo uniforme nas diferentes faces e regides da folha, e reflete um padrdo de maturagdo na
base da folha, sendo que, as regiGes imaturas da base da folha continuam a produzir glandulas
por muito tempo depois de ter cessado a producdo de glandulas no apice da folha. De acordo
com as observacdes feitas pelos mesmos autores, é necessario um periodo em torno de 20 a 30
horas de atividade secretoria para completo enchimento da glandula com o 6leo essencial.

Os estudos conduzidos por Deschamps et al. (2006) relatam que, as perdas por
volatilizacao e/ou catabolismo, pareciam ser mais determinantes no acumulo de 6leo essencial
que a densidade de tricomas, pois 0 maior rendimento de 6éleo essencial foi observado em
Mentha piperita (32,09 pL. g-1 de MS da folha) e M. aquatica (33,23 pL. g-1 de MS da
folha), comparado com M. arvensis (16,61 pL. g-1 de MS). Os autores observaram a maior
densidade de tricomas nas regifes mediana e proximal da face abaxial de M. arvensis e distal
adaxial de Menta piperita. Em M. aquatica a maior densidade foi observada na regido distal
da face abaxial.

Martins (2002), estudando a anatomia foliar das espécies de M. spicata X
M.suaveolens, verificou em estudos de microscopia eletrénica que os tricomas peltados de M.
spicata e de M. spicata x suaveolens consistem de uma célula basal, uma peduncular curta e
larga, com paredes externas cutinizadas, e apresenta célula apical multicelular, com doze
celulas secretoras distribuidas radialmente em dois circulos concéntricos. O circulo central
possui quatro células secretoras e o circulo externo, possuem oito células secretoras, o
acumulo da secrecdo fica em uma cavidade formada entre a cuticula e as células secretoras e 0
tricoma é inserido sob onze células epidérmicas.

As folhas de O. basilicum apresentam tricomas glandulares ndo glandulares, em ambas
as superficies abaxial e adaxial (Figura 30), com tricomas glandulares de dois tipos, 0s
peltados e capitados. Observou-se que a densidade dos tricomas glandulares foi maior em
folhas jovens, e que quando as regides das folhas iniciavam sua expansdo nenhum tricoma
novo foi produzido e a sua densidade diminuiu. Isso refletiu em consequéncias na
porcentagem de alguns componentes do dleo essencial entre folhas jovens e maduras. Os
tricomas peltados sdo pequenos e consistem de uma célula basal, um pedinculo, uma cabeca
alongada com duas células largas ou ovais (WERKER et al., 1993).
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Figura 30. Imagens em microscopia eletronica dos tricomas de Ocimum basilicum.

A e B sdo segmentos da face abaxial das folhas. A: tricomas ndo glandulares situados nas veias, B:
tricomas glandulares situados entre as grandes veias. C e D: tricomas capitatos e peltados.
Fonte:Werker et al. (1993)

Dentre os métodos para examinar os tricomas de plantas, o mais utilizado é a
microscopia eletrénica que mostra detalhes dos estagios de desenvolvimento das células
secretoras, assim como o tamanho da glandula e a quantidade de material liberado dentro da
cavidade subcuticular. O tipo de estrutura é uma caracteristica especifica da familia ou da
espécie, e serve para identificar o tipo de material da planta e a autenticidade da mesma em
caso de suspeita de adulteracdo (SVOBODA; SVOBODA, 2000).

A avaliacdo dos tricomas pode se constituir em uma ferramenta importante na
identificacdo das enzimas chave e das vias responsaveis pela sintese dos metabolitos
especiais, portanto, é nitida a importancia do estudo da bioquimica dos tricomas como alvo
para a engenharia metabolica de plantas (SCHILMILLER et al., 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Efeito de doses de Nitrato (50 e 300 Kg N.hal) na Producdo de Biomassa, No
Rendimento e perfil de Oleo Essencial e no Metabolismo de Nitrogénio em Manjericéo,
variedade Sweet Italian Large Leaf

3.1.1 Conducéo do experimento em casa de vegetacdo utilizando vasos com terra

3.1.1.1 Analise e correcdo do solo

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo do Departamento de Quimica-
UFRRJ no campus Seropédica-RJ . O substrato utilizado neste experimento foi extraido de 0-
20 cm do horizonte A de um Argissolo Vermelho-Amarelo, localizado no Campus
Experimental (Terrago) da Embrapa Agrobiologia.
Apos a analise da amostra de solo (Tabela 2) na terra fina seca ao ar (TFSA) foi feita a
correcdo com calcario dolomitico, aos 30 dias antes da aplicacdo dos tratamentos, com o
objetivo de elevar a saturagdo de bases para 70%.

Tabela 2. Analise do pH e dos componentes quimicos encontrados na terra fina seca ao ar (TFSA) das
amostras do horizonte A de um Argissolo Vermelho-Amarelo utilizado no experimento.

Identificacdo da cmol/dm’ mg/dm’

amostra pH AP [ca® [ Mg® [H+AIT [ K Na |P
(H20)

Amostra de solo | g 43 o1 |15 |16 |363 |01 |003 |50

(EMBRAPA, 2007)

3.1.2  Material vegetal e conducéo do experimento

Sementes de manjericdo da variedade Sweet Italian Large Leaf (Figura 31) foram
adquiridas do fornecedor ISLA e postas para germinar em bandejas de plastico com 200
células, contendo substrato comercial Floreira® inicialmente. No manejo das sementeiras
utilizou-se uma tela sombrite de 50%, para a protecdo da radiacdo solar e foram realizadas
duas irrigacdes diarias.
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Figura 31. Plantulas de manjericdo variedade Sweet Italian Large Leaf aos dois dias apds a
germinacéo, cultivadas em casa de vegetacdo no Departamento de Quimica da UFRRJ

Aos 15 dias ap6s a germinacdo (Figura 32), cinco plantulas foram transferidas para
vasos com terra com dimensdes de 50 x 15 x15cm (¢ x a x 1) com capacidade 11,25L.

Figura 32. Plantulas de manjericdo variedade Sweet Italian Large Leaf aos quinze dias apos a
germinacéo, cultivadas em casa de vegetacdo Depto. Quimica da UFRRJ.

Trinta dias ap6s o transplantio (Figura 33) foram aplicados os tratamentos, que
consistiram no fornecimento de 50 e 300 Kg N ha™*, respectivamente, na forma de nitrato com
reagente P.A proveniente dos sais de nitrato de calcio, magnésio e de potassio. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com dois tratamentos
(niveis de N-NOg) e quatro repeticoes.
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Figura 33-Mudas de manjericdo variedade Sweet Italian Large Leaf produzidas em casa de vegetagdo
(Depto. Quimica. UFRRJ) com sombrite 50% e irrigacdo por microaspersores

A coleta foi feita na época do florescimento aos 46 dias apds os tratamentos (Figura
34).

Figura 34. Plantas da variedade Sweet Italian Large Leaf na época do florescimento submetidas a
duas doses de nitrato em casa de vegetacdo (Depto. Quimica. UFRRJ).
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3.1.3  Coleta das plantas para analises

Foi realizada uma coleta da parte aérea das plantas quando estas apresentaram
inflorescéncias (aos 46 dias ap6s o inicio dos tratamentos), sendo essas coletas realizadas no
periodo de 09:00 as 11:00 h e o corte feito rente ao solo. Em seguida, as folhas e os caules
foram separados e pesados, para a avaliacdo da biomassa fresca e posterior analise das fracGes
sollveis, atividade da nitrato redutase, extracdo do Oleo essencial e testes de atividade
bioldgica. Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as medias verificadas por teste
de médias (Scott-Knot P < 0,05), com auxilio do software SAEG 9.1.

3.14 Atividade da Nitrato Redutase

Para o ensaio in vivo da atividade da nitrato redutase (ANR), 0,2 g de massa fresca de
folha e caule foram pesados para efetuar os procedimentos de anélise utilizando o método de
JAWORSKI (1971). Segmentos de tecido coletados do caule e da folha (0,2 gramas) foram
incubados em tubos de ensaio contendo 5 mL de solucdo incubadora (tampéo fosfato 0,1 mol
L, pH 7,5 + n-propanol + nitrato de potassio-KNOs), com posterior transferéncia para
banho-maria a 30°C, na auséncia de luz. Apés uma hora, foram transferidos 0,4 mL do meio
de reacdo para tubos de ensaio contendo: 0,3 ml de sulfanilamida 1% em HCI 3,0 mol L?, 0,3
mL de n-naftil-etileno-diamino 0,02% (m/v), ao decorrer de 20 minutos adicionou-se 4 mL de
agua. A concentracdo de nitrito produzida foi determinada em espectrofotdbmetro a 540 nm e a
atividade da nitrato redutase foi expressa em micromol de nitrito produzido por grama de
massa.

3.15 Determinacgdes analiticas no extrato alcoolico-Extracdo com etanol 80% e
particdo com cloroférmio do material fresco

Foi separada uma aliquota de 1,0 g de massa fresca, armazenada em frasco &mbar com
etanol 80% para analise das fracdes soluveis. As amostras em etanol 80% foram trituradas por
3 minutos no polytron, apds isso o material foi passado em funil contendo papel de filtro e 4
camadas de gaze, depois recolheu-se o filtrado e transferiu para funil de separacdo (Figura
35).

Figura 35. Extragdo alcoolica no material vegetal fresco. Etapa de parti¢do utilizando cloroférmio
para promover a separacdo da fase polar (aquosa) e apolar (cloroformio)
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Adicionou-se ao funil de separacdo um volume de cloroférmio igual ao da solucao
alcodlica. O funil foi agitado suavemente e permaneceu em repouso por 40 minutos, até a
completa separacao das fases polar e apolar, depois a fase apolar foi descartada e completou-
se a fase polar para 25 ml com etanol 80%, o extrato foi armazenado em geladeira para
posteriores analises das fracdes sollveis.

Apo6s particdo com cloroférmio, as frages soluveis foram determinadas de acordo
com os protocolos de N-nitrato utilizando &cido salicilico segundo a metodologia proposta por
CATALDO et al. (1975). Acucares soltveis pelo método da antrona de acordo com a
metodologia de YEMM; WILLIS (1954). N-amino livre pelo método da ninidrina segundo a
metodologia de YEMM; COCKING (1955) e N-amoOnio conforme a metodologia
colorimétrica proposta por FELKER (1977).

3.1.6 Digestéo e analises em material seco

O restante do material vegetal (caule e folha) foi seco em estufa a 60°C com
circulacdo de ar quente por 48 h, depois foram trituradas e homogeneizadas em processador.
Em seguida, o material foi peneirado e duas amostras de 200 mg foram retiradas e
envelopadas para a digestdo sulfurica. O extrato obtido a partir do material digerido foi
utilizado para quantificacdo de N-total segundo metodologia proposta por TEDESCO (1982).

3.1.7  Extracdo do 6leo essencial por arraste a vapor

O oleo essencial foi obtido de amostras de 100 g de folhas frescas coletadas na época
do florescimento por arraste a vapor de agua utilizando o aparelho de Clevenger (Figura 36),
com modificacdes para adaptar o reservatorio do material vegetal.

2 |
%,

Figura 36. Extracédo e evaporacdo do 6leo essencial.
Extracdo por arraste a vapor (a esquerda) e concentracdo do 6leo essencial em rotavapor (a direita)
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O tempo de arraste foi de 30 minutos apos o inicio da condensacdo. Foram realizadas
quatro extracOes do Oleo essencial das folhas de manjericéo, obtendo-se no final uma amostra
composta. Logo em seguida, o hidrolato foi submetido a particdo liquido-liquido, em funil de
separagdo, realizando-se cinco lavagens do hidrolato com cinco porgbes de 25,0 mL de
diclorometano por 10 minutos cada.

As fracOes organicas foram reunidas e secas com sulfato de sodio anidro, deixando-se
agir por 30 minutos e posteriormente o sal foi removido por filtracdo simples, e o solvente
evaporado em rotavapor (Figura 36). O 6leo obtido foi pesado e armazenado em frascos
ambar a -30°C para posterior analise do perfil quimico por cromatografia gasosa (CG). O teor
de 6leo essencial (%) foi estimado com base na massa fresca vegetal.

3.1.8  Analise cromatogréfica do 6leo essencial para a identificacdo de compostos

Os 06leos essenciais e os padrdes analiticos foram diluidos em diclorometano e
injetados em cromatografo em fase gasosa com detector FID (detector de ionizacdo por
chama) HP5890-séries Il (CG-FID). Condi¢des: Coluna VF-5m (30mmx 0,25mmx 0,25um)
Varian. A temperatura da coluna foi de 60°C/2’-2°C/min-110°C-3°/min-150°C-15°/min-
290°C/15min, detector 250°C (FID), injetor 220°C, gas de arraste utilizado foi o hélio com
fluxo de ImL/min e pressdo de 12 psi. A identificacdo dos constituintes foi realizada através
dos tempos de retencdo das substancias do éleo em comparagdo com os padrées (linalol,
eugenol, 1,8 cineol, a-terpineol e a-trans bergamoteno) e os indices de Kovats (IK) foram
calculados através da co-injecdo com a série homdloga de hidrocarbonetos (Cg-Cyp).

3.1.9  Anaélise por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-'H)

Para confirmacdo das estruturas das substancias majoritarias presentes no Gleo
essencial foram obtidos os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN)
dos 6leos essenciais obtidos em um espectrdmetro de RMN Bruker de 500MHz, utilizando
cloroférmio deuterado (CDCI3) como solvente. As anélises foram realizadas na Central
Analitica do Departamento de Quimica da UFRRJ. O Tetrametilsilano (TMS) foi usado como
padrdo de referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram medidos em unidades
adimencionais (representando partes por milhdo da frequéncia aplicada, sendo as areas
relativas dos sinais de absorcdo obtidos por integracdo eletrénica. As constantes de
acoplamento (J) foram expressas em Hertz (Hz) e descritas da seguinte forma: sinal simples
(s), sinal duplo (d), sinal triplo (t), duplo sinal duplo (dd), duplo sinal duplo duplo (ddd),
duplo sinal duplo duplo duplo (dddd) duplo sinal triplo (dt), sinal maltiplo (m) e sinal simples
largo (sl).
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3.2 Avaliacéo da atividade alelopatica do 6leo essencial de manjericao variedade Sweet
Italian Large Leaf em sementes de alface (Lactuca sativa)

Sementes de alface comercial ap6s desinfestacdo com hipoclorito de sodio 50% V/V
foram semeadas em placas de Petri (9 cm de didmetro) sobre duas folhas de papel de filtro
esterilizadas. O delineamento foi inteiramente casualizado, com quatro repeticbes e 50
sementes por placa. O 6leo essencial de manjericdo foi solubilizado em diclorometano e
preparado nas concentracdes de 1; 2 e 15 mg.mL™, e as substancias puras linalol e eugenol
(Sigma-Aldrich) foram preparadas apenas na concentracdo de 15 mg.mL™. Em seguida, as
solucgdes foram distribuidas, em volumes de 2 mL de 6leo essencial, de linalol e de eugenol,
em cada placa de Petri. As placas foram deixadas abertas para a evaporagdo do solvente, e
logo em seguida as placas receberem 2 mL de agua destilada e o controle positivo recebeu
somente agua destilada. O controle negativo recebeu 2 mL diclorometano.

As placas foram lacradas e acondicionadas em camara de crescimento a 25°C e
fotoperiodo de 12 horas. O potencial alelopatico foi avaliado através da determinagdo da
porcentagem de germinacdo e do comprimento das raizes (cm) das plantulas. Foi adotado
como critério para semente germinada radiculas com 2mm de comprimento. A avaliacdo dos
resultados foi realizada no primeiro dia em que as plantas comecaram a germinar (protruséo
da radicula). Avaliou-se no sétimo dia a porcentagem de germinagdo (contagens) e o
comprimento das raizes foi mensurado com paquimetro. A as placas foram fotografadas e os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias verificadas por teste de médias de
Scott-Knott.

3.3 Avaliacdo do o6leo essencial da variedade Sweet Italian Large Leaf sobre fungos
fitopatogénicos

Culturas puras dos fungos Fusarium oxysporium (cédigo DOAG60) e Rhizoctonia
solani (codigo CO5) foram cedidas da micoteca do setor de Fitopatologia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro para utilizagdo dos testes. A manutencdo dos fungos foi
realizada periodicamente através do cultivo em placas de Petri com meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA). O bioensaio foi realizado para avaliar o desenvolvimento ou a inibig&o
dos fungos em concentracdes crescentes de 6leo essencial de manjericdo. No ensaio também
foram utilizadas as substancias adquiridas da Sigma-Aldrich, (z)-linalol pureza >95% e
eugenol 99 % de pureza.

O meio de cultura foi previamente preparado e autoclavado por 20 minutos a 120°C.
Apbs o resfriamento, foram adicionados os o6leos essenciais que foram diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO) e adicionados ao meio de cultura nas concentrages previamente
preparadas de 0,05, 0,10, 0,15 e 0,20 mg.mL™ respectivamente, e as substancias puras
preparadas na concentracdo de 0,20 mg.mL™. Apés verter o meio de cultura nas placas de
Petri de 9 cm de diametro, fragmentos com estruturas propagativas do fungo (didmetro = 5
mm) foram repicados para o centro das placas em capela de fluxo laminar. As placas foram
lacradas com filme plastico e incubadas em BOD com fotoperiodo de 12 h (luz do dia) e
temperatura de 25 + 1 °C, durante 7 dias.

Para cada tratamento utilizou-se 4 repeti¢cdes e foram feitos 3 controles, um positivo
(BDA puro), um controle negativo (DMSO puro) e outro com antifangico comercial de largo
espectro, 0 Mancozeb®. Em todas as placas foi adicionado o antibidtico de largo espectro
Gentamicina®. O desenvolvimento do miscélio fingico foi avaliado diariamente até o 7° dia,
através das medicOes ortogonais do didmetro das coldnias, baseado na referéncia do
desenvolvimento das placas controles contendo apenas os fungos se desenvolvendo no meio
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de cultura BDA sem adi¢do dos 0Oleos essenciais. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de médias.

3.4 Efeito de diferentes fontes e doses de nitrogénio (50 ou 100 Kg ha™ NOs, NH,* ou
NH;NO3") na Biomassa, no rendimento e no perfil do éleo essencial, no metabolismo de
N, na expressdo génica e na anatomia foliar da variedade Sweet Italian Large Leaf e
Maria Bonita

3.4.1 Material vegetal e conducéo do experimento

As plantas de manjericdo variedade Sweet Italian Large Leaf (Figura 37) e a cultivar
Maria Bonita (Figura 38) foram cultivadas em casa de vegetacdo no Depto. Quimica. UFRRJ
em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des fornecendo duas doses e trés
fontes de N e uma coleta.

Figura 37. Plantas da variedade Sweet Italian Large Leaf. .
Cultivadas em casa de vegetacdo no DEQUIM sob diferentes fontes e niveis de nitrogénio. A direita
destaque para a inflorescéncia de cor branca.
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Figura 38. Plantas de manjericéo cultivar Maria Bonita.
Cultivada em casa de vegetacdo no DEQUIM sob diferentes fontes e niveis de nitrogénio, a figura
abaixo ilustra os detalhes da inflorescéncia roxa

Foram semeadas cinco sementes de cada espécie por vaso, procedendo-se 0 desbaste
vinte dias apds a emergéncia, deixando-se duas plantas por vaso da cultivar Maria Bonita e
trés plantas por vaso da variedade Sweet Italian Large Leaf, uniformes e equidistantes. As
unidades experimentais foram constituidas por vasos com capacidade de 20,7 dm®
preenchidos com amostras de solo, provenientes da camada de 0-20 cm de profundidade,
previamente peneiradas em malha de 2 mm para separagdes de torrdes, raizes e palhas. Aos
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30 dias apds a germinacdo aproximadamente, foram aplicados os tratamentos com as fontes e
doses de N a seguir na Tabela 3.

Tabela 3. Cultivo em casa de vegetacdo da variedade Sweet Italian Large Leaf e da cultivar Maria
Bonita sob dois niveis de N (50 ou 100Kg N.ha™) e trés fontes diferenciadas (NO;. NH,NO; e NH,").

Fonte de N
Variedades de Manjericdo NO; NH;NO; NH,*
Sweet Italian Large Leaf
Maria Bonita 50 ou 100Kg N.ha™

3.4.2  Coleta das plantas para analises

Foi realizada uma coleta da parte aérea e das raizes das plantas quando estas
apresentaram inflorescéncias (aos 30 dias apds o inicio dos tratamentos), sendo essas coletas
realizadas no periodo da manha e o corte feito rente ao solo. Em seguida, as folhas e os caules
e raizes foram separados e pesados, para a avaliacdo da biomassa fresca e seca e posterior
andlise das fracBes sollveis, extracdo do Oleo essencial e testes de atividade bioldgica,
anatomia das glandulas secretoras de 6leo essencial e estudo da expressao genica.

3.4.3 Determinac0es analiticas no extrato alcodlico

Extracdo com etanol 80% e particdo com cloroférmio do material fresco
Foi efetuada de acordo com o item 3.1.5

3.4.4  Digestdo e analises em material seco

A analise do material seco foi efetuada de acordo com o item 3.1.6 para as amostras de
folha, caule e raiz.

3.4.5 Extracdo do bleo essencial e anélise do perfil quimico

No momento da coleta amostras de folhas frescas na época do florescimento foram
pesadas e levadas para estufa para secagem durante 5 dias a 40° C. Apoés esse periodo o 6leo
essencial foi obtido por arraste a vapor de agua utilizando o aparelho de Clevenger, com
modificacOes para adaptar o reservatorio do material vegetal. O tempo de arraste foi de 30
minutos apés o inicio da condensacdo procedendo-se conforme o item 3.1.7.

O 6leo obtido foi pesado e armazenado em frascos ambar a -30°C para posterior
analise do perfil quimico por cromatografia gasosa e injetados em CG-FID e em cromatografo
em fase gasosa acoplado ao espectrdmetro de massa (CG-MS) QP2010 Plus (Shimadzu),
Coluna VF-5m (30mmx 0,25mmx 0,25um) nas mesmas condi¢Bes experimentais do item
3.1.8 anterior. Os constituintes foram submetidos a identificagdo por comparacdo com 0s
padrdes, com as bibliotecas espectrais do aparelho (NIST), por comparacdo do tempo de
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retencdo com os padrdes injetados e através da analise do espectro de massa da literatura
(ADAMS, 2001).

Ap0s a caracterizacao do 6leo essencial da cv Maria Bonita, aliquotas foram pesadas e
diluidas para testes de atividade antifungica.

3.5 Determinacdo da atividade antifingica do 6leo essencial de manjericdo cultivar
Maria Bonita e analise ultraestrutural

3.5.1 Avaliacao da atividade antifungica em Candida spp e Geothricum spp

A avaliacdo da atividade antifingica do 06leo essencial de manjericdo cultivar Maria
Bonita foi feita no Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria, Laboratorio de
Leveduras patogénicas e Ambientais.

Os seguintes fungos foram testados: C. albicans, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei e Geothricum spp. O 6leo essencial foi diluido em DMSO para o preparo
das concentracdes de 50, 100, 200 e 300 mg.mL™ respectivamente. O linalol e o antifingico
cicloexmida foram preparados na concentracéo de 300 mg.mL™,

O meio BDA foi previamente preparado e autoclavado por 20 minutos a 120°C. Ap06s
0 resfriamento, o meio foi vertido em Placas de Petri 9 cm de diametro e, com 0 meio
solidificado, os referidos micro-organismos foram inoculados (10° UFC/mL). Discos de papel
de filtro (5mm de didmetro) previamente esterilizados por autoclavagéo, colocados sobre o
meio de cultura solido, foram impregnados com 15 uL do Oleo essencial previamente
preparado nas concentragdes de 50, 100, 200 e 300 mg.mL™, 15 uL de linalol e do antifiingico
cicloheximida ambos na concentracdo de 300 mg.mL™ e para o controle negativo 15 uL de
DMSO no disco. As placas foram incubadas em estufa a temperatura de 37 °C durante 48
horas. Com o desenvolvimento de halos de inibicdo, procedeu-se a medida dos mesmos em
cm, 48 horas ap6s a incubagdo, comparando-0s com o controle. Para cada tratamento utilizou-
se 4 repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de médias.

3.5.2 Avaliacao da atividade antifungica em Sacharomyces cerevisae

A avaliacdo da atividade antiflngica do 6leo essencial da cultivar Maria Bonita foi
feita em S. cerevisae no Departamento de Quimica, Laboratorio de Biogquimica.

Procedimento para viabilidade celular: A cepa sintética de S. cerevisiae utilizada foi
produzida por Euroscarf, em Frankfurt, na Alemanha; e o seu gendtipo ¢ MATa; his3Al;
leu2A0; met15A0; ura3A0. Antes do experimento a cepa foi estocada em meio YPD 2% soélido
(2% de glicose, 2% de peptona, 1% de extrato de lévedo e 2% de agar) (SHERMAN e col.,
1979), e mantida sob refrigeracdo. Por um periodo de 24 horas antes de cada experimento,
foram preparados repiques frescos em meio YPD 2% sélido a partir do repique ja existente.
As células foram inoculadas em erlenmeyers contendo 20% do seu volume de meio YPD 2%
liquido (sem agar). Apos o indculo, as culturas foram incubadas a 28°C em agitador rotatorio
ajustado para 160 rpm e as células coletadas na fase exponencial de crescimento (cerca de 1,0
mg de peso seco/mL de meio = 10° células/mL).

Uma aliquota da suspensdo celular foi transferida para um eppendorf e diluigdes
sucessivas com agua destilada estéril sdo realizadas; contando-se as células em camara de
Neubauer ao final desse processo. Para se determinar a sobrevivéncia celular coletou-se 300
uL da suspensdo celular e adicionou-se 300 uL de azul de metileno 0,4% em &gua; e a
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percentagem de células vivas é calculada mediante a contagem de células brancas (néo-
coradas e vivas) e azuis (coradas e mortas).

Apds a contagem de células viaveis, adicionou-se aliquotas de 500 pL do extrato do
6leo essencial diluido em DMSO nas concentragdes de 0,5, 1, 2, 4 e 6 mg.mL™ as suspensées
celulares. Outro erlenmeyer recebeu 500 pL de linalol na concentracdo de 6 mg.mL™ e outro
erlenmeyer continha apenas as células de levedura (controle), totalizando 7 erlenmeyers.
Todos os erlenmeyers foram mantidos por 6 horas em agitador rotatério (160rpm/28 °C). A
Figura 39 mostra a incubagdo com 6mg.mL™ de 6leo essencial de manjericio (cultivar Maria
Bonita) e 6mg.mL™ de linalol juntamente com um controle positivo somente com as células
de levedura S.cerevisae.

Figura 39. Fotografia do experimento com cultivo de células de Sacharomyces cerevisae.
Nos erlenmeyers contém 6mg.mL™ de 6leo essencial de manjerico cultivar Maria Bonita, 6mg.mL™
de linalol e controle positivo feito somente com Saccharomyces cerevisae em meio YPD 2%.

Apo6s o periodo de 6 horas, novas aliquotas foram retiradas, contadas em camara de
Neubauer e a percentagem do numero de ceélulas vivas e mortas calculadas como
anteriormente. Apos, aliquotas de 0,1 mL foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio
rico YPD 2%, com o objetivo de verificar o nimero de células vidveis comparadas com 0s
resultados observados obtidos na contagem com azul de metileno. As placas permaneceram
por 24 horas em estufa B.O.D. a 30°C.

3.5.3  Avaliacéo da atividade antifungica em Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani

Foi efetuada de acordo com o item 3.3

O oleo essencial foi diluido em DMSO e adicionados ao meio de cultura nas
concentracdes previamente preparadas de 0,5, 1, 2, 4 e 6 mg.mL™ respectivamente, e o linalol
preparado na concentrag&o de 6 mg.mL™.
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3.6 Andlise ultraestrutural dos fungos Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
Sacharomyces cerevisae, Candida spp e Geothricum spp

A observacdo das caracteristicas morfoldgicas dos fungos foi feita atraves de
microscopia eletronica de varredura (MEV), (Figura 40) na plataforma de Microscopia
Eletronica Rudolph Barth. O preparo do material foi realizado no Laboratério de
Transmissores de Leishmaniose da Fundagdo Oswaldo Cruz (FioCruz).

Figura 40. Preparo do material para visualizagdo em microscopia eletrdnica de varredura.

A: Pos-fixagdo e lavagem em série alcdolica, B: Colocacdo do material em suporte metélico fechado,
C: material submetido ao ponto critico, D: montagem do material em suporte metalico, E: metalizagdo
do material, F: observacdo no MEV

Fragmentos de amostras dos fungos tratados com o dleo essencial da cultivar Maria
Bonita e com o linalol, foram pré-fixados por uma hora em glutaraldeido 2.5 % em tampéo
cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2 a 7,4, lavados trés vezes no mesmo tampao e pos fixados
por uma hora em tetroxido de 6smio 1% em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2 e ap6s
a lavagem no mesmo tampdo o material foi desidratado em uma série de concentragdes
crescentes de etanol e submetidas ao método de secagem de ponto critico usando CO,. Em
seguida, o material foi montado em suportes metélicos para ser observado em microscépio
eletronico de varredura Jeol 6310. Para visualizar as estruturas o material foi micrografado em
ampliacGes de 300-15000 vezes na posicao dorsal. As medi¢cdes foram realizadas diretamente
sobre as imagens obtidas com a ajuda do software de gravacdo de imagem digital lenta no
sistema de analise de varredura, versdo 3.1.
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3.6.1 Expressdo dos genes que codificam enzimas das vias dos terpenos e
fenilpropanoides na variedade Sweet Italian Large Leaf e na cultivar Maria Bonita por
PCR em tempo real

3.6.2  Extracdo do RNA total

Foram separadas no momento da coleta amostras de 10 g de folha de cada espécie
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até o momento da
extracdo do RNA para a avaliacdo da expressdao dos genes da 3-hidroxi metil glutaril
Coenzima A redutase (HMGR), 1-deoxi-xilulose-5-fosfato sintase (DXS), Linalol sintase
(LIS), fenil alanina aménia liase (PAL) e Eugenol sintase (EGS). Todos os materiais
microtubos e ponteiras utilizados foram novos e livres de RNases.

O RNA total das folhas de Ocimum basilicum, variedade Sweet Italian Large Leaf e da
cultivar Maria Bonita foi extraido de acordo com o Kit de extragdo de RNA “RNeasy Plant
Mini kit- QTAGEN” baseado nas instru¢des do manual de procedimentos, todo 0 processo foi
realizado a temperatura ambiente. As amostras de RNA total foram tratadas com o Kit
“DNase I Amplification grade”, da empresa Sigma, visando a degeneracdo das moléculas de
DNA presentes na amostra. Para cada 1 pg de RNA total tratado foi empregado 0,5 pL de
tampdo de reacdo (10x), 0,5 puL da enzima DNAse | (1U/uL) e dgua para o volume total de 10
ML de reagdo. Em seguida, as amostras foram incubadas em termociclador a 25 °C, durante 15
minutos, e, posteriormente, 0,5 YL de solucdo stop solution. Logo apods, as amostras foram
colocadas no termociclador a 70 °C, durante 10 minutos, para a inativagdo da DNAse.

3.6.3  Sintese de cDNA fita simples (ss cDNA)

A sintese de cDNA fita simples foi feita a partir das amostras de RNA total que foram
previamente tratadas e quantificadas. Para este procedimento foi utilizado o kit de sintese de
cDNA da Aplied Biosystems “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits”. Foram
utilizados as seguintes quantidades: 1 puL de RT buffer (10x), 0,4 uL de dNTPs mix (100
mM), 1 pL de “Random primers”(10x), 0,5 uL da enzima MultiScribe™ transcriptase
reversa, H,O DEPC suficiente para 1,6 pL e RNA tratado com DNase 250 ng/uL, total de 10
uL/reacdo. A reacdo foi realizada em termociclador: 25 °C durante 10 minutos, 37 °C durante
120 minutos, 85 °C durante 5 minutos e 4°C .

3.6.4  Construcdo dos iniciadores

As seqliéncias dos RNAs mensageiros da linalol sintase (acesso AY693647) e da
eugenol sintase (acesso DQ372812) de manjericdo foram obtidas no banco de dados da NCBI
(National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Apo6s esse
processo, foram construidos os iniciadores (primers) especificos para as seqiéncias do RNAs
mensageiros pesquisados para 0 manjericdo com o auxilio do programa Primer Express® 3.0
da Applied Biosystems.

Os iniciadores degenerados da PAL (Tabela 4) foram desenhados pelo alinhamento
das isoformas de Perilla, Salvia, Escutelaria, Populus e Nicotiana. Os inciadores da HMGR
foram desenhados pelo alinhamento das isoformas de Salvia e Panax e para a DXS foram
utilizadas as isoformas de Salvia, Nicotiana e menta, um segmento conservado de pares de
bases foi encontrado em concordancia entre as espécies e apds isso foi desenhado o0s
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iniciadores que foram analisados pelo programa Oligo Analyser (software de uso livre,
http://www.uku.fi/~kuulasma/OligoSoftware/).

Em seguida as sequiéncias dos iniciadores construidos foram enviadas para sintese pela
empresa Life Technologies. Para cada gene da HMGR, DXS, Linalol sintase, PAL e Eugenol
sintase, foram desenhados dois iniciadores: “forward e reverse ”.

Foram utilizados trés genes de referencia: actina, o fator de alongamento (EF) e o da
ubiquitina de manjericdo, este tltimo fornecido pela professora Yoko lijima da Universidade
do Arizona. Os iniciadores para actina foram desenhados pelo alinhamento das isoformas
Salvia, Escutelaria, Agastache e Nicotiana. Para o EF usou-se o alinhamento das isoformas de
Nicotiana, soja e orégano. A especificidade dos iniciadores foi testada experimentalmente ao
fim da reacdo de PCR durante a curva de dissociacao.

Tabela 4. Sequéncias dos iniciadores (“forward e reverse”) usados nas reagcdes de PCR em tempo real
para 0s genes que codificam as enzimas HMGR, PAL, LIS, EGS e DXS relacionadas ao metabolismo
do 6leo essencial de manjericdo e genes de referencia actina, fator de alongamento e ubiquitina.

Gene Sequencia dos Iniciadores-primers
Forward / reverse
*Actina F:5’-(G/IA)ATGAC(G/T)CA(G/A)ATCATGTTTGAGA-3’
R:5’-AG(T/AIG)GAGAGAAC(G/AIC)GCCTG(G/A)A-3’
*EF F:5’-CCAAGAGGCC(G/C)(T/A)C(A/IT)GAC(A/G)A-3’

R:5’-ACAGT(A/T)CC(A/G)AT(A/T)CC(T/A)CCAATCT-3’
*Ubiquitina F.:5’- AAGAT(C/IT)CA(G/A)GACAAGGA(G/A)GG(T/CIA)AT-3’
R;:5’- C(A/G)AGCTGCTTCCC(G/A)GC(G/A)A-3’
F.:5’- (AIG/IC)AA(AIG)GC(T/C)AAGAT(C/IT)CA(G/A)GACAAGGA-3’
*Ubiquitina F:5°- AACCAGACGCAACAAACCATAA-3’
manjericao R:5’- TCTTCCGAGTTGCTGTTCTCTGT-3’
HMGR F.:5’-CTGTCGGAGG(A/T)GGAAC(T/G)CAACT-3
R;:5’-G(G/A)GA(T/C)TCTTTGTTTGC(G/A)CCCTT(C/T)AC-3’
F.:5’- CTGTCGGAGG(A/T)GGAAC(T/G)CAACT-3’
R,:5°- G(G/A)GA(T/C)TCTTTGTTTGC(G/A)CCCTT(C/T)AC-3°
F.:5’- (AJC)GAGC(G/A)GC(G/A)ATGCT(G/T)GT-3’
PAL R:5’-CTTCCA(A/TIG)GAT(CI/T)TC(A/G)AATCTGATG-3’
F,:5’- (AIC)GAGC(G/A)GC(G/A)ATGCT(G/T)GT-3
F:5’-ACCTATGGCAAAATGGACGAA-3’

LIS R:5’-CGGGTAGACCCTCCATTGCT-3’

EGS F:5’-GGGTCGAGGAGGACAGAATAAA-3’
R:5’-TCTTCTGATCATCCTCTTCCTCTCTAT-3’

DS F:5°-GA(T/C)GG(C/T)CC(G/C)AC(AIC/G)CA(T/C)TG(T/C)G-3’

R:5’-GGAGCCAT(G/T/C)AC(T/C)ACCATGTT-3’

HMGR: 3-hidroxi metil glutaril Coenzima A redutase; DXS: 1-deoxi-xilulose-5-fosfato
sintase; LIS: Linalol sintase, PAL.: fenil alanina amonia liase e EGS: Eugenol sintase.
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3.6.5 Reacdo de PCR em tempo real

A avaliacdo da expressdo génica foi feita usando o sistema da Applied Biosystems
com o aparelho “Step One” (StepOne™ Real-Time PCR Systems). A reacdo foi feita usando
o Kit “SYBR® Green Real Time PCR Master Mixes” (Life Technologies), iniciadores na
concentracéo final de 0,9 uM e amostra de cDNA na propor¢éo 1:3 do volume final. A reagéo
de PCR foi feita usando a seguinte programacdo: 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 min
(anelamento, extensdo e leitura da fluorescéncia). Os célculos de expressdo foram feitos de
acordo com LIVAK e SCHMITTGEN (2001) usando o tratamento sem suprimento de
nitrogénio como controle, a partir dos valores de CT (“Cicle Threshold”, ciclo limite) obtidos
na reacdo de PCR em tempo real.

3.6.6  Anatomia das folhas de Manjericdo da variedade Sweet Italian Large Leaf e cv
Maria Bonita cultivadas em diferentes fontes e doses de Nitrogénio

As andlises anatdmicas e histoquimicas foram realizadas no laboratério de Anatomia
Vegetal do Instituto de Biologia da UFRRJ. As folhas expandidas do terceiro e quarto né do
manjericdo foram retiradas e armazenadas em etanol 70%. Para estudo anatbmico em
microscopia de luz, o material foi fixado em solucdo composta por formaldeido 4% +
glutaraldeido 2,5% em tampéao fosfato de sddio 50mM pH 7,2 (Gahan, 1984), desidratados
em seérie etandlica e emblocados em Historesin® (Leica). As secgdes transversais (3—10 pm)
foram obtidas com navalha de vidro em micrtomos rotativos Leica 2255, foram coradas com
Azul de Toluidina (Feder & O'Brien, 1968). A analise do material foi realizada em
microscopio 6tico Olympus BX-51 com sistema de captura composto por cadmera Q color 5 e
software Image-Pro Express. Para identificar as diferentes classes de compostos quimicos as
amostras foram tratadas com Sudan IV (Johansen 1940) para deteccdo de lipideos em geral e
com dicromato de potassio 10% (Gabe 1968) para compostos fendlicos. As imagens foram
editadas no software Corel Photo-Paint ® 13 e as pranchas montadas utilizando o Corel
DRAW® 13.

51



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito de doses de Nitrato (50 e 300 Kg N.ha™) no Metabolismo de Nitrogénio, na
Producdo de Biomassa, no Rendimento e perfil de Oleo Essencial de Manjericéo,
variedade Sweet Italian Large Leaf

4.1.1  Atividade da nitrato redutase, fracdes nitrogenadas e acgucares solUveis

Né&o houve diferengas significativas na atividade da enzima nitrato redutase (ANR) nas
folhas e no caule das plantas de manjericdo variedade Sweet Italian Large Leaf cultivadas
com 50 e 300 Kg .ha™* N-NO3 (Figura 41).

Na época do florescimento, quando foi feita a coleta do experimento, observou-se que
as plantas de manjericio mantiveram a ANR, independente do nivel do aumento do
fornecimento de N. Em estudos com brassicaceae verificou-se maior ANR nas folhas
(BRITO et al., 2013), isso indica que o sitio preferencial de reducdo da nitrato redutase pode
variar de acordo com a espécie e as condi¢cdes ambientais portanto, algumas espécies podem
reduzir o nitrato na folha (BUSSI et al., 1997), e outras espécies podem fazé-lo no caule ou na
raiz (SIVASANKAR et al., 1997).

A Atividade da nitrato redutase (ANR) em plantas é dependente do seu substrato, o
nitrato exdgeno, com indicios de que baixos niveis de nitrato ja sdo suficientes para induzir a
ANR (CARDENAS-NAVARRO et al., 1999; CHEN et al., 2004; CRAWFORD, 1995;
SOLOMONSON; BARBER, 1990), de forma a se obter efeito positivo na ANR quando se
utiliza menor aporte de N- NO3’, e quando se eleva o aporte atinge-se um platé ou até mesmo
uma diminuicdo na ANR (BRITO et al., 2013; SUN et al., 2009).

Os dados de Brito et al. (2013) e Sun et al. (2009), explicam os resultados encontrados
neste trabalho, pois quando foi ofertado 300 Kg N.ha™, ndo se detectou aumento na ANR. O
NOj" absorvido pela raiz pode ter varios destinos, pode ser enviado para a parte aérea e ser
assimilado até NH,;" para sintese de aminoacidos, ou pode ser estocado no vactolo
(FERNANDES; SOUZA, 2006; WANG et al., 2012). Quando se aplicou 300 Kg N.ha* o
excesso de NOs™ do citosol pode ter migrado para o vacuolo servindo como fonte de reserva
no pool de armazenamento e, portanto ndo disponivel para a reagdo da NR se acumulando nos
tecidos, que esta de acordo com os resultados observados na Figura 41 A.

As plantas que receberam 300 Kg N.ha™ de N-NO3, apresentaram maior teor de N-
NOs no caule e nas folhas, demonstrando que as plantas de manjericdo tem a capacidade de
absorver e acumular o nitrato adicionado em excesso, evidenciando um consumo de luxo
deste nutriente. Resultados semelhantes foram encontrados por Chen et al. (2004) e Li et al.
(2011), que observaram que a concentracdo de nitrato foi aumentada nas plantas, a medida
que se elevava o fornecimento do ion. Segundo Crawford; Glass (1998), o N-NOj" absorvido
em excesso pela planta pode ser estocado no vacuolo, servindo como fonte de N mineral
guando o fornecimento pelo solo torna-se limitante.

Verificou-se que o teor de N-NH," foi significativamente maior e influenciado pela
maior oferta de nitrato, comportamento semelhante foi verificado por Marques et al. (2009)
em variedades de arroz. Assim, 0s processos de absorcdo do NOj através da membrana
plasmaética, e sua reducdo, catalisada pela enzima nitrato redutase foram cruciais para este
evento, pois 0 NO, produzido através da acdo da NR é muito toxico para a planta e, necessita
ser reduzido rapidamente pela NiR até aménio para ser assimilado em esqueletos de carbono e
formar os aminoacidos para as plantas.
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Figura 41. A) Atividade da enzima nitrato redutase, teores de B) N- NO;, C) N-NH,", D) N-amino
livre, E) N-total e F) agucares sollveis nas folhas e no caule das plantas de manjericdo em fungéo do

suprimento com 50 e 300 Kg N. ha™.
Meédias seguidas de mesma letra mailscula para cada tratamento ndo diferem significativamente entre si

pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05)

O teor de N-amino (Figura 41 D) também foi influenciado pelo fornecimento de N, e
foi maior nas folhas com o tratamento de 300 Kg N.ha™. Os aminoacidos sdo os primeiros
produtos estaveis formados a partir da assimilacdo de N, de acordo com Atilio; Causin (1996)
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a oferta crescente de N levou a um aumento no teor de N-amino livre, e esse teor foi
correlacionado ao teor de agucares, apresentando consequentente diminui¢do nos niveis de
acucares soluveis em plantas de arroz (SOUZA et al., 1999). Essa afirmativa foi confirmada
posteriormente também em estudos com Arabidopsis que foram submetidas a limitacdo de
nitrogénio, no qual foi observado diminuicdo nos aminoacidos livres na parte aérea e aumento
nos teores de acucares (IKRAM; BEDU, 2012).

Com o aumento no suprimento de N, houve diminui¢cdo nos niveis de agucares
soltveis (Figura 41 F) no caule e na folha de manjericdo, apresentando comportamento
semelhante ao observado por Santos et al. (2003) e Souza et al. (1999). Ja quando foi
fornecido menor aporte de nitrato, ocorreu aumento no conteudo de acUcares soluveis no
caule e nas folhas. Segundo Souza (1995) o teor de acucares sollveis nos tecidos vegetais sdo
indicadores de energia prontamente disponivel para 0 metabolismo celular, além de ser fonte
de reserva para as plantas. E pode ser uma importante estratégia da planta para garantir a
disponibilidade de assimilados para a via do mevalonato, a via metil eritrol fosfato e
chiguimato para a formacao dos metabolitos secundarios (MATT et al., 2002).

O maior teor de N-total foi obtido com o aumento da oferta de nitrato (Figura 41 E).
De forma geral quando os dois tratamentos (50 e 300 Kg N. ha’ de N-NOs), foram
comparados observou-se que houve maior teor de N (N-total, N- NO3', N-NH4+ e N-amino)
com o fornecimento de 300 Kg N.ha™. Dessa forma, para a producéo de plantas de manjericdo
deve ser considerado o destino final dessa cultura. Se as plantas forem destinadas a producéo
de medicamento na medicina popular ou condimentos, é importante salientar que a utilizacao
excessiva de NO3z™ pode oferecer risco a saude humana, devido ao acumulado do ion nos
vacuolos, o que pode gerar toxidez. Ao passo que, baixos suprimentos de NO3 sdo mais
seguros, econdmicos e eficazes para a producdo de medicamentos ou condimentos a partir de
plantas medicinais e tem menor impacto sobre 0 meio ambiente.

412 Biomassa, rendimento e perfil do déleo essencial de manjericdo, variedade Sweet
Italian large Leaf em func&o do fornecimento de 50 e 300 Kg.ha™ de nitrato

4.1.3 Biomassa

Houve aumento na massa fresca e seca das folhas do manjericdo com o aumento do
nivel de N (Tabela 5). O mesmo comportamento foi observado por Hussein et al. (2006) e
Azizi et al. (2009) que também observaram que plantas de orégano sdo altamente exigentes
em nitrogénio para producéo de biomassa seca.

Tabela 5. Massa fresca e massa seca de folha e caule (g planta™) de manjericdo variedade Sweet
Italian large Leaf em fungéo do suprimento com 50 e 300 Kg.ha™ de nitrato

Doses de Nitrato ~ Massa (g planta™)

(Kg ha™) Fresca de folha  Seca de folha Fresca de Caule  Seca de Caule
50 23,00 b 3,20b 21,24 b 3,63b
300 ~ 26,30a 3,70 a (+15,6%) 26,22 b (+23,4%) 3,87 b (+6,6%)

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05)

Na Tabela 5 pode ser observado que embora a planta tenha apresentado maior
biomassa, 0 aumento em cinco vezes na oferta de nitrato, se refletiu em acréscimo de apenas
aproximadamente 15% na massa de folha. Portanto, torna-se favoravel o uso de menor
suprimento de N, para a producdo de manjericéo, possibilitando assim reduzir os custos com a
nutricdo mineral de plantas, além de minimizar a contaminag&o dos solos e do lencol freatico.
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414 Rendimento

O rendimento de 6leo essencial do manjericdo (Figura 42) foi influenciado pelo
fornecimento de N. Houve reducdo de 1,14% para 0,64% no rendimento do 6leo para as
plantas que receberam 50 e 300 Kg de N.ha™, respectivamente. Foi verificada uma correlagdo
negativa (r = -0,74) entre 0 aumento do fornecimento de nitrato e o rendimento do 6leo
essencial, demonstrando que a quantidade de N fornecida afetou de forma significativa o
rendimento de 6leo, resultados semelhantes também foram observados por Azizi et al.(2009)
Vieira; Simon (2000) e Zeljazkov (2008).

15
A
1.0
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0.5 H
0.0 T

50 300
Dose de N-NO3".Kg. ha*

Rendimento de 6leo essencial (%)

Figura 42. Rendimento de 6leo essencial (%)
Calculado a partir extragdo do 6leo das folhas frescas de manjericdo variedade Sweet Italian Large
Leaf coletadas no florescimento em fungéo do fornecimento de 50 e 300 Kg.ha'de nitrato

Diferencas no rendimento de Oleo essencial entre este e outros estudos foram
encontrados variando de 0,10 a 1,5% (VERMA et al., 2013; VIEIRA; SIMON, 2000;
ZHELJAZKOQOV; CALLAHAN; et al., 2008) isto porque o rendimento de Oleo é uma
caracteristica que depende da espécie cultivada (LACHOWICZ et al., 1996), das condicGes
ambientais como o clima (SANGWAN et al., 2001) e de fatores nutricionais
(SHARAFZADEH; ALIZADEH, 2011) como a fonte de nutriente e a quantidade fornecida.
Plantas de orégano em condicdes de campo supridas com nitrato de amonio tiveram
concentracdo de 6leo nas folhas variando 0,63 e 1,03% para 3,75 e 4,25 % dependendo da
estacdo do ano (KARAMANOS; SOTIROPOULOU, 2013).

4.1.5  Perfil do 6leo essencial de manjericédo

4.15.1 Anélise por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H)

Para a completa identificacdo estrutural das substancias majoritarias dos 06leos
essenciais dos oriundos dos dois tratamentos, esses 0Oleos essenciais foram submetidos a
analise por RMN H (Figura 43 e Figura 44). Pelos valores dos deslocamentos quimicos das
substancias ao observar os espectros notou-se a presenga de dois componentes principais no
oleo, e verificou-se que o eugenol esta presente em maior quantidade em relacdo ao linalol,
para ambos os tratamentos, caracterizando essa variedade como quimiotipo eugenol/linalol. A
aplicacdo das duas doses de N-NO* nos tratamentos alterou a proporcéo de eugenol e linalol.
Em funcdo do aumento da dose (300 Kg de N-NO™ ha™) houve um incremento de eugenol e
reducdo de linalol na planta.
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Figura 43. Espectro de RMN *H do dleo essencial manjericio variedade Sweet Italian Large Leaf em
cloroférmio deuterado (CDCls) do tratamento com 50 kg N.ha™
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4.1.5.2 Analises de cromatografia gasosa com detector de ionizacdo por chama (CG-
FID)

As analises de CG-FID identificaram quarenta e uma substancias no 6leo essencial das
plantas de manjericdo cultivadas com 50 Kg N.ha™ e trinta e cinco substancias no 6leo
essencial das plantas com 300 Kg N.ha™. Os tempos de retencdo dos compostos estdo
ilustrados na Figura 45 e Figura 46 e os cromatogramas dos padrdes de linalol e eugenol estéo
na Figura 47 e Figura 48.

O eugenol foi o produto majoritario identificado por CG-FID e espectroscopia de
RMN *H, seguido do linalol, 1,8-cineol (eucaliptol), a-trans-Bergamoteno e a-Terpineol nos
6leos analisados (Tabela 6). A abundancia relativa do eugenol foi 57 e 68% e do linalol foi de
28 e 19% no 6leo essencial das plantas cultivadas com 50 e 300 Kg N.ha™* respectivamente.
Essas quantidades sdo semelhantes aos verificados na literatura, que apresentam
aproximadamente 66% de eugenol e 28% de linalol (Zheljazkov et.al.,2008).

Tabela 6. Abundancia relativa (%) dos principais compostos encontrados no 0Oleo essencial de
manjericdo variedade Sweet Italian Large Leaf e Indices de Kovats calculados em funcdo do
suprimento com 50 e 300 Kg.ha™ de nitrato

Estrutura® Compostos®  IKua 1K 50Kg.ha'(%)¢ 300Kg.ha™ (%)°

O

% 1,8-Cineol 1032 1033 4,02 219
OH
| Linalol 1103 1103 28,04 19,01
|
a-Terpineol 1199 1200 0,56 0,61
OH
Eugenol 1362 1362 57,47 68,96
o-trans- 1435 1436 0,74 0,19
Bergamoteno

a e b= Estrutura e Compostos listados em ordem de eluig&o.

IKeier € IKeo= indice de Kovats calculados para os tratamentos com 50 e 300 Kg N.ha™
respectivamente

c= Percentagem das substdncias principais que compde o 6leo essencial nos tratamentos com o
fornecimento de 50 e 300 Kg N.ha™ respectivamente.
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alcanos
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Figura 46. Andlise cromatografica por ionizacdo por chama (CG-FID) dos componentes do 6leo
essencial variedade Sweet Italian Large Leaf submetidas ao suprimento com 300 Kg N.ha™ com a co-
injecdo dos padrdes de alcanos
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User Notes method: C:\GCsolution\Data\Mario\Renata Duarte\PN.gcm
detector: FID; Volts; -0.0050..1.0000
processing method:C:\GCsolution\Data\Mario\Renata Duarte\PN.gcm

File Name E:\Meus documentos\Sil\Doutorado\Experimento 1\Cromatogramas OE\Linalol-1.CDF
Points Count 19797

Date Stamp  20120517134453+0100
Date 26 May 2014 00:13:18

Linalol-1.CDF

18.055

o
N
o

Response

26 May 2014

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 32
Retention Time (min)
- A H g ~ - . -
Figura 47. Andlise cromatografica por CG-FID do padrao de linalol (Sigma-Aldrich)
26 May 2014
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Figura 48. Analise cromatografica por CG-FID do padrdo de eugenol (Sigma-Aldrich)
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Com base na literatura (FATOPE et al., 2008; LEWINSOHN et al., 2000; SIFOLA,;
BARBIERI, 2006; VERMA et al., 2013) e nos picos identificados por CG-FID, a
predominancia do eugenol presente no 6leo essencial da variedade Sweet Italian Large Leaf,
permite caracteriza-14& como quimiotipo eugenol/linalol.

O fornecimento de 50 Kg N.ha’ (Tabela 6), maximizou o rendimento de 6leo
essencial e a concentracdo dos compostos de interesse linalol, 1,8-cineol (eucaliptol) e a-
trans-Bergamoteno. Karamanos; Sotiropoulou, (2013) obtiveram um efeito positivo sobre o
contetido de linalol no 6leo essencial de orégano utilizando 80 Kg N.ha™.

Quando as plantas foram cultivadas com 300Kg N.ha™ apresentaram aumento de 11%
no eugenol e 0,05% de a-terpineol, de forma que ndo compensa encarecer o custo de
producdo para fornecer altos niveis de N para a producdo de 6leo essencial com alta
concentragdo de eugenol. Dessa forma, o menor aporte nutricional se torna mais vantajoso
para 0 maior rendimento de 6leo essencial, e aumento do perfil de monoterpenos, garantindo
uma abundancia relativa alta de 57% de eugenol.

Visando a producédo de 6leo essencial de manjericdo, os resultados deste experimento
com fornecimento de 50 e 300 Kg. N indicam que a menor dose nitrato seria a mais
apropriada para a variedade estudada, visto os aumentos no rendimento de 6leo e menor
acumulo de N nos tecidos das plantas, o que conseqlientemente minimiza os problemas
ambientais gerados pelos residuos de nitrato nas culturas e diminui os custos de producéo.
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4.2 Avaliacdo da Atividade Alelopatica do Oleo Essencial de manjericdo variedade
Sweet Italian Large Leaf em Sementes de Alface (Lactuca sativa)

Resultados efetivos com 100% de inibicdo sobre a germinacao das sementes de alface
foram obtidos ao se aplicar 15 mg.mL™ (p < 0,05) de 6leo essencial da variedade Sweet
Italian Large Leaf e de eugenol (Tabela 7) ocasionando a morte das sementes.

Tabela 7. Numero de sementes de alface germinadas, porcentagem de germinacdo e crescimento
radicular sob o efeito dos tratamentos com 1,2 e 15 mg.mL™ de 6leo essencial de manjericéo, linalol e
eugenol (15 mg.mL™) verificada no sétimo dia

Sementes Comprimento

_Tratamentos germinadas® % Germinacdo®  Raiz (cm)®

C (+) Agua 48,00 a 96,50 a 3,66 a
C (-) Diclorometano 48,50 a 97,00 a 3,86 a
1 mg.mL™ 48,50 a 97,00 a 3,28b

Oleo Essencial 2mgmL  4880a 97,50 a 2,65 ¢
15 mg.mL™* 0,00b 0,00b 0,00d

Linalol 15mg.mL™* 48,80 a 97,50 a 3,62 a
Eugenol 15 mg.mL™ 0,00b 0,00b 0,00d

1 numero de sementes germinadas (valor medio); letras iguals na mesma coluna indicam diferencas nao significativas (Scott knott), 2
percentagem de germinagdo em fungdo do nimero total de sementes adicionadas no experimento (50 sementes), 3 comprimento das raizes

(valor médio) em centimetros.

A Figura 49 ilustra o ensaio in vitro das concentracdes 1, 2 e 15 mg.mL*(C,D e E
respectivamente) de 6leo essencial da variedade Sweet Italian Large Leaf em sementes de
alface.

Figura 49. . Fotografias em Placas de Petri do sétimo dia do ensaio alelopatico de 6leo essencial de
manjericdo, variedade Sweet Italian Large Leaf em sementes de alface.

A: Controle negativo (DMSO), B: Controle positivo (H,0), C, D e E: 6leo essencial de manjericao nas
concentragdes de 1,2 e 15 mg.mL™, F e G::linalol e eugenol respectivamente (15 mg.mL™)

As concentracdes de 1 e 2 mg.mL™ de 6leo essencial afetaram (p<0,05) o0
comprimento das raizes, com menor comprimento de raiz com 2 mg.mL™ e uma coloracio
ligeiramente mais escura, evidenciando maior potencial alelopatico em func¢éo do aumento da
concentracdo, com resultados similares na literatura (GATTI et al., 2004; ROSADO et al.,
2009).

O 6leo essencial de manjericéo e o eugenol, ambos na concentragdo de 15 mg.mL™,
demostraram o mesmo grau de inibigdo (Tabela 7 e Figura 49). Possivelmente, o eugenol por
ser 0 composto majoritario da variedade Sweet Italian Large Leaf (Tabela 6) tenha exercido o
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efeito fitotoxico, levando a morte de 100% das sementes. Esse efeito também foi verificado
por Mazzafera, (2003) que obteve inibicdo na germinacdo de varias plantas relatando o
envolvimento do eugenol no efeito alelopatico.

Em manjericdo Filho; Zoghbi (2009) observaram que o linalol, a cAnfora e o limoneno
apresentaram atividade alelopatica com plantas daninhas malicia e mata-pasto, entretanto ndo
foi verificado o efeito inibitério do linalol sobre a germinacdo das sementes de alface, ao
contrario se obteve alto indice de germinacéo (97,5%) semelhante ao controle positivo. Esse
resultado divergente pode ser possivel, porque o linalol pode exercer ou ndo efeito fitotoxico
na germinacdo de outras plantas, dependendo da sua concentracdo e da concentracdo de
outros monoterpenos que auxiliam de forma sinérgica na atividade alelopética e também da
suscetibilidade da espécie de planta testada.

62



4.3 Efeito do 06leo essencial da variedade Sweet Italian Larde Leaf sobre fungos
fitopatogénicos (Fusarium oxysporum e Rhizoctonia Solani).

A concentracdo de 0,20 mg. mL™ do 6leo essencial de manjericdo exerceu efeitos
sobre o halo de crescimento do fungo Fusarium oxysporum com reducdo do crescimento
micelial comparados aos controles BDA e DMSO (Tabela 8 e Figura 50).

Tabela 8. Halo de crescimento micelial (mm) dos fungos Fusarium oxysporum e Rhizoctonia Solani
em diferentes concentraces de Oleo essencial de manjericdo (0,05; 0,10; 0,15 e 0,20 mg.mL'l)
variedade Sweet Italian Large Leaf e seus componentes majoritarios, eugenol e linalol.

Tratamentos Concentracoes F.oxysporum R.Solani
Mancozeb 0,20 mg.mL™* 5,00 a 75,16 a
Oleo essencial 0,05 mg.mL™* 78,83 cd 87,03 b

0,10 mg.mL™* 74,19 be 82,26 ab

0,15 mg.mL™* 72,89 be 80,95 ab

0,20 mg.mL™* 71,16 b 79,09 ab
Linalol 0,20 mg.mL™ 75,34 bc 86,46 b

Eugenol 0,20 mg.mL™ 81,89 d 85,25 ab
Meio de cultura BDA 77,99 cd 88,48 b
Solvente DMSO 78,94 cd 86,67 b

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott 5% .

Figura 50. Avaliacdo in vitro da atividade antifingica do 6leo essencial de manjericdo variedade
Sweet Italian Large Leaf em Fusarium oxysporum.

A: BDA; B: DMSO; C Linalol (0,20 mg.mL™); D: Eugenol (0,20 mg.mL™); E, F,.G e H: Oleo
essencial nas concentracdes de 0,05mg.mL™; 0,10mg.mL?; 0,15 mg.mL'e 0,20 mg.mL™
respectivamente.

Nos ensaios com o fungo R. solani as concentracdes de 0,05; 0,10; 0,15 e 0,20 mg.mL"
! do 6leo essencial e 0,20 mg.mL™ de eugenol ndo apresentaram diferencas no crescimento
micelial. O antifingico promoveu uma reducdo no crescimento da colénia, mas ndo uma
inibicdo completa.

Em Fusarium oxysporum a inibicdo total ocorreu com o uso do antifangico comercial
de largo espectro Mankozeb (etileno-bis-ditiocarbamatos) (Tabela 8). Esse fungicida pertence
ao subgrupo mais importante dos fungicidas ditiocarbamatos (compostos organicos sulfurados
derivados do é&cido bisditiocarbdmico). Essa classe é empregada na agricultura como
fungicida néo sistémico, controlando grande espectro de fungos (ROSA; MARQUES, 2011).
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A utilizacdo desses fungicidas é a estratégia de primeira escolha do produtor para reduzir uma
infestagdo por fitopatdgenos porque o resultado é imediato e eficiente, mas muitas vezes néo é
considerado que essa préatica a longo prazo pode ter consequéncias na saude do agricultor, do
consumidor e no meio ambiente.

Os resultados demonstram que o linalol teve um efeito semelhante ao do o6leo
essencial de manjericdo na reducdo do crescimento micelial em F. oxysporum, sugerindo que
o efeito do dleo essencial seja em parte devido aos seus componentes majoritarios, nesse caso,
o linalol seria o maior responsavel pela acdo fungitdxica do 6leo essencial de manjeric&o.
Esses resultados estdo de acordo com estudos de Oxenham (2005) e Khan et al (2010)
relatando a atividade antiflngica do linalol. Além do linalol, ha evidencias que o 1,8-cineol
também pode ser responsavel pela acdo antifungica frente aos fitopatogenos (MAREI et al.,
2012).

De acordo com Hashem et al. (2010) objetivando o controle efetivo de F. oxysporum
foram utilizadas concentracfes mais elevadas de 2, 4 e 8% v/v de Oleo essencial de
manjericdo, onde a partir de 2% obteve-se efeito inibitorio observado através do halo de
inibicdo de crescimento. O extrato etandlico de manjericdo apresentou inibicdo no
crescimento de F. proliferatum e F. subglutinans nas concentracdes de 0,35 e 0,70% (v/v),
enquanto outros Fusarium spp, inclusive F.oxysporum s6 foram inibidos completamente na
concentracdo de 1,50% (v/v) (KOCIC-TANACKOV et al., 2011), demonstrando ser uma
espécie com menor sensibilidade aos tratamentos.

O ensaio in vitro realizado por Hussain et al. (2008) para testar o 6leo essencial de
manjericdo em alguns patdgenos, dentre estes, R. solani demostrou resultados inibitdrios
contra a espécie na concentracdo de 2,9 a 5,0 mg.mL™, e o linalol puro foi utilizado na
concentracdo de 1,5 mg.mL™, sendo o linalol o componente majoritario do 6leo essencial que
apresentou atividade antifungica. Esses dados evidenciam que a espécie R. solani possui uma
baixa sensibilidade frente ao tratamento, pois a maioria dos outros microorganismos foram
inibidos em doses mais baixas. Dessa forma, a efetividade do dleo essencial de manjericdo
depende ndo s6 da composi¢cdo quimica desse 6leo, mas também da sensibilidade do patdgeno
a ser tratado. O mesmo autor observou que as diferencas da atividade microbiana do 6leo
essencial foram atribuidas as diferencas na composicdo quimica do mesmo coletado nas
quatro estacfes do ano. Houve maior producdo de linalol e de outros monoterpenos
oxigenados como 1,8-cineol, e também de sesquiterpenos oxigenados no inverno, e no verao
0S Mesmos compostos se apresentaram em teores mais baixos. Essas observacGes também
foram relatadas por Celiktas et al. (2007) e Van Vuuren et al. (2007).
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4.4 Efeito de diferentes fontes e doses de nitrogénio (50 ou 100 Kg ha™ NO3, NH,* ou
NH;NO3) no metabolismo de N, na Biomassa, no rendimento e no perfil do oleo
essencial, na expressdo génica e na anatomia foliar da variedade Sweet Italian Large Leaf
e Maria Bonita

4.4.1 Metabolismo das fragBes nitrogenadas e de agucares solUveis e no N-total das
plantas da variedade Sweet Italian Large Leaf e cultivar Maria Bonita

4.4.1.1 Teores e conteudos de Nitrato, amonio, aminoacidos livres e de acgucares
solGiveis na variedade Sweet Italian Large Leaf e na cultivar Maria Bonita

Na Figura 51 e Figura 52 sdo apresentados os resultados das fracGes soluveis
expressos por grama de massa fresca (teor) e pelo total da concentracdo obtida (conteudo), em
cada parte (caule, folha e inflorescéncia) das plantas de manjericdo variedades Sweet Italian
Large Leaf e Maria Bonita respectivamente, submetidas a diferentes fontes e niveis de N.
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Figura 51. Teores de A) N- NOg3’, B) N-NH,", C) N-amino livre, D) aclcares solGveis no caule, folha
e inforescéncia na variedade Sweet Italin Large Leaf.

Os valores dos teores s&o em funcéo do tratamento sem nitrogénio (0 N); 50 e 100 Kg ha™ de nitrato
(50Ni e 100 Ni); 50 e 100 Kg ha™ de nitrato de aménio (50Ni+A e 100 Ni+A) e 50 e 100 Kg N. ha™ de
amonio (50 A e 100 A)
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Figura 52. Teores de A) N- NOs', B) N-NH,", C) N-amino livre, D) aclcares sollveis no caule, folha
e inforescéncia na cultivar Maria Bonita.

Os valores dos teores sio em funcgdo do tratamento sem nitrogénio (0 N); 50 e 100 Kg ha™ de nitrato

(50Ni e 100 Ni); 50 e 100 Kg ha™ de nitrato de aménio (50Ni+A e 100 Ni+A) e 50 e 100 Kg N. ha™ de
amonio (50 A e 100 A)

Sweet Italian Large Leaf apresentou maior teor de NO3™ no caule para todos os niveis e
fontes de N (Figura 51). Com o fornecimento de 50 kg.ha™ de aménio houve elevados teores
de N-NH," e N-amino no caule. Os tratamentos com nitrogénio promoveram maiores teores
de acucares na inflorescéncia em relacdo ao controle. Os teores de agucares sollveis na
inflorescéncia foram elevados tanto para Sweet Italian Large Leaf quanto para cv Maria
Bonita. A distribuicdo da concentracdo de nitrato na variedade Sweet Italian Large Leaf
mostrou o seguinte comportamento: foi maior no caule, seguido da folha e inflorescéncia para
todos os niveis e fontes de N inclusive o controle, sugerindo neste estudo, que todas as doses e
fontes de N foram importantes para armazenamento de N-NOj, servindo como fonte de N
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mineral. Esses dados sdo corroborados por Chen et al. (2004) que verificou que o
fornecimento de nitrato tem efeito no teor do ion em diferentes partes de planta de arroz.

Com o fornecimento de aménio houve elevados teores de N-NH;" no caule (11 e 12
pmolg-1 massa fresca respectivamente) sugerindo que as plantas ndo conseguiram incorporar
a grande quantidade de NH4;" a que foram submetidas. Contudo os outros tratamentos
apresentaram valores dentro dos padrées (valor maximo até 5 pmolg™ massa fresca ). Teores
de N- NH,* de 2,2 a 8,6 pmolg™ massa fresca foram encontrados na parte aérea em variedade
de arroz Piaui submetidas a duas doses de nitrato (MARQUES et al. 2009).

Os teores de N-amino foram semelhantes entre os tratamentos, com excecdo da
aplicacdo de amonio que elevou esses teores no caule e na folha. As concentracdes de NH;" a
que as plantas foram submetidas pode ter ocasionado a necessidade de uma rapida assimilacédo
se refletindo no aumento do teor de N-amino livre na planta. Em Crambe a aplicacdo de doses
crescentes de nitrato aumentou os teores de N-amino na folha de 5 para 12 pmolg™ massa
fresca (Brito et al. 2013). Em contrapartida, 0 aumento de 50 para 100 kg.ha™ de nitrato ndo
foi suficiente para alterar os teores de N-amino na folha (12,5 e 13,8 pmolg™ massa fresca
respectivamente).

Os teores de acucares foram mais elevados nos tratamentos com N e a inflorescéncia
apresentou teor de 21 mg.g™ massa fresca com o uso de 50 kg.ha™ de amdnio, esse valor foi
bem superior ao controle (8 mg.g™* massa fresca). Os teores de aclcares encontrados no caule
e na folha foram semelhantes aos encontrados por Santos et al. (2003) que aplicando nitrato
em arroz obteve de 12 a 14 mg.g™* massa fresca de aclcares na parte aérea.

A Figura 53 e a Figura 54 se referem aos conteudos das fracfes solveis no caule, na
folna e inflorescéncia das variedades Sweet Italian Large Leaf e Maria Bonita,
respectivamente.

Quando se avaliou o0s conteddos observou-se uma mudanca no local de
armazenamento de N-NO3- na variedade Sweet Italian Large Leaf (Figura 53 A) do caule
para a folha nas plantas controle (sem N) e naquelas submetidas ao amdnio. Além disso, o
contetido de N-NH,", N-amino (Figura 53 B, C e D) foi maior nas folhas, sugerindo que o local
de assimilagdo de N foi nas folhas. Dessa forma, o fornecimento de nitrogenio é essencial
para a biosintese e pool de armazenamento de aminoacidos, pois o conteido de N-amino no
controle foi 93 pmolg/planta e na maior dose de amonio foi de 1033 pmolg/planta nas
folhas.O conteldo de aclcar também foi maior nas folhas das plantas supridas com nitrogénio
com maxima concentracao de 233 pmolg/planta com 100 kg de nitrato de aménio.
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Figura 53. Contetido de A) N- NOs", B) N-NH,", C) N-amino livre, D) aclcares sollveis no caule,
folha e inforescéncia na variedade Sweet Italian Large Leaf

Os valores dos contetidos sdo em funcdo do tratamento sem nitrogénio (0 N); 50 e 100 Kg ha™ de
nitrato (50Ni e 100 Ni); 50 e 100 Kg ha™ de nitrato de aménio (50Ni+A e 100 Ni+A) e 50 e 100 Kg
N. ha de amdnio (50 A e 100 A). Nos insertos a inflorescéncia.
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Figura 54. Contetido de A) N- NOs3', B) N-NH,", C) N-amino livre, D) aglcares sollveis no caule,
folha e inflorescéncia, respectivamente, na cultivar Maria Bonita.

Os valores dos contetidos sdo em funcdo do tratamento sem nitrogénio (0 N); 50 e 100 Kg ha™ de
nitrato (50Ni e 100 Ni); 50 e 100 Kg ha™ de nitrato de aménio (50Ni+A e 100 Ni+A) e 50 e 100 Kg N.
ha™ de amdnio (50 A e 100 A). Nos insertos esté representado o contetido da inflorescencia

Além das analises das fracBes sollveis, observando os dados de biomassa, de
rendimento e perfil do dleo essencial (dados mostrados abaixo), a variedade Sweet Italian
Large Leaf demonstrou ser melhor adaptada as condicOes de escassez de nutrientes,
acumulando aclcares tanto no caule quanto na folha e desviando estes para utilizar nas
reacfes metabdlicas para producdo de dleo, visto os maiores rendimentos sem fornecimento
de N. Segundo Scheible et al. (1997), apds a suplementacdo nitrogenada, ha um aumento nos
niveis de transcritos para NR, PEPc com diminuicdo da ADP-glicose pirofosforilase, e em
plantas ndo suplementadas a competicdo entre o metabolismo de nitrogénio e o de carbono é
minimizada.

O tratamento sem o fornecimento de N demonstrou um metabolismo atenuado de N e
de carboidrato na cv Maria Bonita (Figura 54), apresentando baixos contetidos de N-NOg3/,
NH,*, N-amino e aglcares. Esses resultados atenuados do metabolismo de N que ambas as
espécies apresentaram sob escassez de N € comum, pois as formas organicas de N como
aminoécidos e proteinas normalmente diminuem nessas condi¢des (KOVACIK; KLEJDUS,
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2014; KOVACIK et al., 2006), porque ha uma diminuicdo na atividade da NR e GS/GOGAT
contudo, tem que ser considerado que estes parametros sdo caracteristicas que dependem da
especie/cultivar (HAKEEM et al., 2011).

A cv Maria Bonita demonstrou ser muito responsiva a aos tratamentos com nitrogénio,
apresentando maior biomassa e contetdos de acucar nas folhas, principalmente quando
fornecido 100 Kg Ni+A, isso se refletiu em incrementos no metabolismo secundario
promovendo maior rendimento de 6leo essencial, evidenciando um impacto positvo no
metabolismo de nitrogénio e de carbono dessa espécie.

4.4.1.2 Teores e conteldo de N-Total na variedade Sweet Italian Large Leaf e na
cultivar Maria Bonita

Na Figura 55 e Figura 56 podem ser observados os teores e contetdos de N-total nas
variedades Sweet Italian Large Leaf e Maria Bonita respectivamente, submetidas a diferentes
fontes e niveis de N. Os maiores teores sdo observados nas folhas e inflorescéncias entre os
tratamentos na Sweet Italian Large Leaf e Maria Bonita, contudo quando se observa o
conteddo todos os tratamentos acumularam mais N na folha, confirmando os resultados
anteriores das fragdes sollveis neste experimento.

A B
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Figura 55. Teor e conteido de N-Total em Sweet Italian Large Leaf.

A: Teor de N-Total, B: Contetdo de N-Total na raiz, caule, folha e inforescéncia em fungédo do
tratamento sem nitrogénio (0 N); 50 e 100 Kg ha™ de nitrato (50Ni e 100 Ni); 50 e 100 Kg ha™ de
nitrato de aménio (50Ni+A e 100 Ni+A) e 50 e 100 Kg N. ha™ de aménio (50 A e 100 A)
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Figura 56. Teor e conteido de N-Total na cultivar Maria Bonita.

A) Teor de N-Total, B) Conteudo de N-Total na raiz, caule, folha e inforescéncia em funcdo do
tratamento sem nitrogénio (0 N); 50 e 100 Kg ha™ de nitrato (50Ni e 100 Ni); 50 e 100 Kg ha™ de
nitrato de aménio (S0Ni+A e 100 Ni+A) e 50 e 100 Kg N. ha™ de aménio (50 A e 100 A). No inserto a
inflorescéncia.

4.4.1.3 Acumulo de N-Total na raiz, caule, folha e inflorescéncia da variedade Sweet
Italian Large Leaf e cultivar Maria Bonita

A Figura 57 confirma os resultados anteriores em relacdo alocacdo de N nas diferentes
partes das plantas submetidas aos tratamentos, no qual o N absorvido foi acumulado na folha
em ambas as espécies, de acordo com os dados de teor e conteido de N-total.
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Figura 57. Teores e conteudos de N acumulados na raiz, caule, folha e inflorescéncia sob os diferentes
niveis e fontes de N.
A: Variedade Sweet Italian Large Leaf e B: Cultivar Maria Bonita

4.4.2  Biomassa total de plantas, massa fresca e seca de raiz, caule e folha de manjericao
cultivadas com 50 ou 100 Kg ha? NO3, NH,* ou NH,NO5"

Os resultados na Tabela 9 mostram o efeito das diferentes fontes e doses de N na
biomassa da variedade Sweet Italian Large Leaf e na cultivar Maria Bonita.

Tabela 9. Massa fresca total, massa fresca e massa seca de folha, de caule e de raiz (g planta™) na
época do florescimento da variedade Sweet Italian Large Leaf e da cultivar Maria Bonita, submetidas
diferentes niveis e fontes de N (kg.ha™)

Tratamentos (KgN.ha™) Massa Fresca Massa Seca
g planta™
Sweet Italian Large Leaf

MFT* Folha Caule Raiz Folha  Caule Raiz
Controle (0 N) 30,47c 20,28b 11,09b 5,41a 193a 1,85b 2,23a
50Kg Nitrato 39,02b 23,61b 15,94a 6,92a 2,35%a 2,41b  1,29b
100Kg Nitrato 39,17b 23,85b 16,05a 7,83a 2,31la 2,29  1,02b
50Kg Ni+A 46,27a 36,54a 1446a 11,82a 286a 2,60b 2,07a
100Kg Ni+A 53,03a 33,69a 21,10a 8,51a 3,75a  3,6la 1,22b
50Kg Aménio 21,32c 15,70b 6,69b 4,11a 1,232 1,50b  0,67b
100Kg Aménio 30,9%c 22,17b 9,75b 8,08a 2,44a  180b  1,28b

Maria Bonita

Controle (0 N) 22.91b 17,43b 5,50b 2,69b 0,77¢  0,67b  0,63b
50Kg Nitrato 83,76a 64,77a 235la 14,38a 7,63a 4,76a  3,60a
100Kg Nitrato 78,45a 62,13a 20,30a 14,83a 6,85a 5,26a  3,40a
50Kg Ni+A 74,76 a 51,33a 23,80a 12,48a 6,34a 4,47a 2,78a
100Kg Ni+A 97,17a 70,43a 29,71a 10,8la 7,74a 6,03a  2,59a
50Kg Amonio 76,39 a 58,80a 19,10a 8,13b 6,782 3,98a 1,77b
100Kg Aménio 42.57b 31,93b 10,64b 5,85b 403b 2,18 1,22b

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si na mesma coluna, pelo teste Scott-Knott 5%
MFT*- Massa fresca total (massa de caule + folha +inflorescéncia)

Ni+A- Nitrato de aménio

Controle- (sem N)
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Observou-se que os tratamentos com as fontes e doses de N foram benéficos em
relacdo ao controle para acimulo de massa fresca, com excecdo dos tratamentos com amonio
para ambas as variedades. E que fornecendo a fonte mista de nitrato de aménio as plantas,
elas responderam positivamente com maior ganho de massa, quando se pesou toda a parte
aérea (MFT) e as folhas.

A variedade Sweet Italian Large Leaf apresentou ganho de massa fresca de folha com
nitrato de amonio e de caule com nitrato e nitrato de amdnio, mas no tratamento com amonio
0 ganho de massa ndo foi significativo. Houve um aumento de massa seca de raiz com a
limitacdo de N e com o suprimento de 50 Kg.ha™ nitrato de aménio.

Incremento na Massa fresca total (MFT = massa de caule + folha +inflorescéncia) de
151% e 174%, na massa fresca de folha (180 e 166%), na massa fresca de caule (130 e 190%)
e na massa seca de caule (185 e 195%) foram obtidos com 50 e 100Kg Ni+A.ha™ para Sweet
ltalian Large Leaf. Estudos com manjericdo testando 50, 100 e 150 KgN.ha™ obteve-se
rendimento m&ximo de parte aérea fresca e seca (caule, folha e inflorescéncia) de 62,9 e 7,1
g.planta” (SHARAFZADEH et al., 2011). Jha (2011) aplicando 80Kg N.ha™ com aumentos
na massa seca de folha e incremento de 9,24% na massa seca de caule em Artemisia annua.

O aumento de biomassa seca de raiz para Sweet Italian Large Leaf ocorreu com a
limitacdo de N e com o suprimento de 50 Kg Ni+A, o que esta de acordo com Kovécik, et al
(2006). Essa resposta de plantas deficientes em N pode ocorrer como um mecanismo para
intensificar a assimilagdo de N do solo. Cultivares de arroz suplementadas com 25%, 35% e
50% NOj3 apresentaram aumento de biomassa de raiz comparado ao fornecimento s6 de
amoénio NH4" (SONG et al., 2011).

Para a cultivar Maria Bonita com excecéo das plantas que receberam 100Kg .ha™ de
amonio e apresentaram menor biomassa em todas as partes, os tratamentos com diferentes
fontes e niveis de N, de forma geral influenciaram positivamente o ganho de biomassa fresca
e seca principalmente na folha dessa cultivar, sugerindo que ndo existe uma fonte preferencial
para a absorcdo de nutrientes e consequente ganho de massa para a producdo de manjericao,
apesar de se ter observado nos dados valores mais elevados de massa fresca e de massa seca
com o fornecimento de 100Kg .ha™ Ni+A, esse fato s6 ndo se aplica para massa fresca e seca
de raiz.

Como observado, o fornecimento de nutrientes promoveu efeito positivo no ganho de
massa em comparacgdo ao controle, e entre os tratamentos 0 mais adequado foi a aplicacéo de
nitrato de amonio para intensificar a producéo de massa dessas variedades.

443 Efeito de diferentes fontes e niveis de N (50 ou 100 Kg.ha™ NOs-, NH," ou
NH;NO3) no rendimento e no perfil do éleo essencial variedade Sweet Italian Large Leaf e
Maria Bonita

Os resultados da Tabela 10 ilustram o efeito dos diferentes niveis e fontes de N no
rendimento de 6leo essencial das folhas de manjericéo dessas variedades.

O rendimento de 6leo da cultivar (cv) Maria Bonita foi influenciado pelos tratamentos
com N, obtendo-se um rendimento maximo com o fornecimento de 100Kg.ha® Ni+A
(1,46%). Experimento anterior utilizando 150 KgN.ha™* obteve rendimento méximo de 1,6% e
o contetido méaximo (105,3mg.planta™) de 6leo essencial de manjericdo (SHARAFZADEH et
al., 2011).

O fornecimento de 50Kg.ha® Ni+A promoveu um aumento no rendimento de 6leo
semelhante ao controle para a variedade Sweet Italian Large Leaf (Tabela 10), sendo que os
outros tratamentos apresentaram rendimento inferior e a maior massa seca de folha ndo
ocasionou maior rendimento de 0leo essencial. Comportamento semelhante foi descrito em
estudo de campo com plantas de manjericio (ARABACI; BAYRAM, 2004) que nao
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receberam fornecimento de N e tiveram rendimentos de 6leo superior as plantas supridas com
N respectivamente (0,65-0,56%) e (0,78 e 0,71%) nos anos de 2000 e 2001.

Tabela 10. Massa fresca e massa seca de folhas pesadas para extracdo de 6leo essencial, e rendimento
de 6leo essencial (ROE) (%) de acordo com os tratamentos para a variedade Sweet Italian Large Leaf
e cv. Maria Bonita

Tratamentos (KgN.ha” Massa Fresca Massa Seca ROE(%0)
Sweet Italian Large Lea f (g/ planta™) (9 planta™)
Controle (0 N) 7,62d 1,16¢ 0,37 a
50Kg Nitrato 18,51 b 3,26 a 0,16 b
100Kg Nitrato 16,86 b 2,64Db 0,14 b
50Kg Ni+A 20,58 b 2,69b 0,41a
100Kg Ni+A 25,19 a 3,31la 0,10b
50Kg Aménio 498d 0,96 c 0,22 b
100Kg Amonio 13,17 ¢ 2,23b 0,09b
Maria Bonita (g/ planta™) (o/ planta™)
Controle (0 N) 570e€ 0,61e 0,27 d
50Kg Nitrato 56,32 a 7,35b 0,56 ¢
100Kg Nitrato 47,25 a 6,61b 0,57 ¢
50Kg Ni+A 32,63 ¢ 4,86 ¢ 0,52¢
100Kg Ni+A 55,15a 8,42 a 1,46 a
50Kg Aménio 42,34 b 6,51 b 1,01b
100Kg Amonio 19,26 d 3,21d 0,71c

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si na mesma coluna, pelo teste Scott-Knott 5%
Ni+A= Nitrato de aménio

Os resultados encontrados no tratamento controle para a variedade Sweet Italian Large
Leaf e os dados de Arabaci; Bayram (2004) sdo contrarios a alguns trabalhos que afirmam que
fornecimento de N aumenta o rendimento de 6leo essencial em plantas (AZIZI et al., 2009;
SHARAFZADEH; ALIZADEH, 2011; SHARAFZADEH et al., 2011; ZHELJAZKOQOV;,
CANTRELL; et al., 2008).

Entretanto, outros estudos (GIORGI et al., 2009; KOVACIK; KLEJDUS, 2014;
KOVACIK et al., 2006; KOVACIK et al., 2007) afirmam que a deficiéncia de N pode ser
considerada como um estresse abidtico que pode modificar o metabolismo de plantas
favorecendo a maior producdo de metabdlitos secundarios fendlicos.

Essa afirmativa pode explicar os resultados obtidos aqui para rendimento de éleo sem
N (0,37%) na Tabela 10 e a alta concentracdo de eugenol (31,91%) obtido no controle (Tabela
11). Sob deficiéncia de N hd uma intensificacdo da atividade da PAL, para gerar o &cido
trans-cinamico (precursor dos fendlicos) e ions aménio.

As variedades estudadas apresentaram rendimentos distintos de 6leo essencial, a Sweet
Italian Large Leaf variou de 0,09 a 0,41% e a Maria Bonita obteve maiores rendimentos (0,27
a 1,46%) neste estudo. A cv Maria Bonita é um planta com altos rendimento de 6leo e elevado
contetdo de linalol como descrito anteriormente por Blank et al. (2007).

As analises de CG-MS e CG-FID identificaram doze compostos principais entre
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides no 6leo essencial da variedade Sweet Italian
Large Leaf (Tabela 11) obtido sob os diferentes niveis e fontes de N.
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Tabela 11. Abundancia relativa (%) dos principais compostos encontrados no 6leo essencial de
manjericdo variedade Sweet Italian Large Leaf, em funcdo dos tratamentos com fontes e doses
diferenciais de N.ha™

4 Compostos IKcalc IKIlit T1(%) T2(%) T3(%) T4(%) T5(%) T6(%) T7(%)
Eucaliptol 1039 1033 1,22 4,32 - 1,92 - 0,64 2,9
Linalol 1114 1098 38,90 2494 1444 2121 6,48 4,78 5,37
Cénfora 1159 1143 0,99 0,24 - 1,38 - - 2,54
a-Terpineol 1211 1189 45 6,69 2,19 2,87 2,21 1,45 4,12
Eugenol 1381 1356 3191 21,06 36,9 21,04 30,3 3371 119
a-Trans bergamoteno 1442 1436 1,15 1,7 - 1,73 0,93 - -
D-Germacreno 1491 1480 0,68 0,49 - - - - -

v Muruleno 1524 1477 1,59 0,93 - 15 1,71 - -
Espatulenol 1599 1576 1,65 1,74 2,33 2,72 3,24 2,69 4,23
Cubenol 1646 1642 2,55 1,58 0,68 2,43 33 2,28 1,98
Cadinol 1675 1653 13,00 84 12,03 13,13 169 17,88 12,23
a-Bisabolol 1714 1683 1,34 0,46 - 0,43 1,18 1,03 -

# Os compostos estdo listados em ordem de eluigéo.

T1= Percentagem das substancias principais que comp@e o 6leo essencial da variedade Sweet Italian Large Leaf
das plantas controle

T2 ao T7= Percentagem das substancias principais que compde o éleo essencial da variedade Sweet Italian
Large Leaf nos tratamentos com as fontes e niveis de T2 e T3: 50 e 100 Kg N-NO5.ha™, T4 e T5: 50 e 100 Kg
NH,NO;.ha*, T6 e T7: 50 e 100 Kg N-NH,.ha™.

IKcalc= indice de Kovats calculados para T1 ao T7 respectivamente.

IKlit= indice de Kovats encontrado na literatura para as substancias (Adams, 2001).

Os 6leos essenciais e 0s padrdes analiticos foram diluidos em diclorometano e injetados em CG-MS e CG-FID.
Os constituintes extraidos foram submetidos a identificagdo por comparacdo dos tempo de retencdo com 0s
padrdes de linalol e eugenol, 1,8 cineol, terpineol e a-trans-Bergamoteno injetados, e os Ik foram calculados
através da co-injetacdo de n-alcanos, série Cg-Cog € Cy1-Cyo.

Os compostos de maior abundancia na variedade Sweet Italian Large Leaf foram o
eugenol e o linalol como descrito anteriormente no experimento com 50 e 300 Kg.N-NO3’
(Tabela 6) , confirmando o quimiotipo eugenol/linalol neste experimento com o fornecimento
de 100 Kg N-NOs e NH;NO3; como fontes. Entretanto sem N, houve um aumento na
concentracdo de linalol, modificando o quimiotipo para linalol/eugenol, verificando também
que o aumento de N diminuiu a concentracédo de linalol. Esses resultados s&o semelhantes aos
obtidos em estudo com Tanacetum vulgare utilizando N-NO3;" como fonte, observou-se que
conforme aumentava o fornecimento do nutriente houve uma diminui¢do na concentracdo de
terpenos nas folhas independente do quimiotipo estudado (KLEINE; MULLER, 2013).

A aplicacdo de NO3™ no solo modifica 0 metabolismo das plantas, induzindo os genes
para reducdo do NOs", desviando os esqueletos de carbono para incorporagdo do NH,4" através
da sintese de acidos organicos com aumento da expressdo da fosfoenolprivato carboxilase e
piruvato Kinase (SCHEIBLE et al., 1997). Mesmo nas situagdes onde ocorre baixas taxas de

75



assimilacdo de N (nas doses de 50 Kg. ha™) observa-se que ha um desvio consideravel de
carbono para sintese de aminoécidos em relacdo ao controle e isso tem como consequéncia
alteracdes no metabolismo secundario.

O estresse induzido pela deficiéncia de N ocasionou melhor qualidade do o0leo
essencial da variedade Sweet Italian Large Leaf, produzindo uma concentracao elevada de
compostos defensivos (eugenol e linalol), o que para a planta significa uma vantagem no meio
ambiente contra 0S Seus agressores naturais, mas por outro lado para a extracdo dessas
substancias e sua utilizagdo em grande escala seja na industria agricola ou farmaceutica seria
necessario um maior nimero de plantas no plantio para se obter biomassa suficiente para
extracdo de dleo.

Na Tabela 12 estdo ilustrados os resultados do perfil do dleo essencial da cultivar
Maria Bonita. Como pode ser observado o linalol foi 0 monoterpeno predominantemente
majoritario, entretanto, outros trés terpenos e um fenilpropandide (eugenol) também foram
caracterizados. Nessa espécie o fornecimento de N favoreceu a producdo dos metabolitos
secundarios como eucaliptol, sabineno, terpineol e eugenol promovendo aumentos na
concentracdo desses compostos em relacdo ao controle onde ndo foram detectados esses
metabdlitos.

Tabela 12. Abundancia relativa (%) dos compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial de
manjericdo cultivar Maria Bonita, em funcéo dos tratamentos com fontes e doses diferenciais de N.ha™

“Compostos  IKcalc IKlit T1(%) T2(%) T3(%) T4(%) T5(%) T6(%) T7(%)

Eucaliptol 1039 1033 - 4,34 2,15 5,13 10,63 7,11 4,18
Sabineno 1083 1068 - 1,37 0,96 0,92 0,81 0,84 1,06
Linalol 1106 1098 61,86 61,15 62,68 6462 69,25 6840 6594
a-terpineol 1212 1189 - 2,94 3,04 2,33 2,43 2,64 3,08
Eugenol 1379 1356 - 3,76 4,01 1,81 3,42 3,31 2,71

# Os compostos estdo listados em ordem de eluig&o.
T1= Percentagem das substancias principais que compde o 6leo essencial da cultivar Maria Bonita das plantas
controle

T2 ao T7 = Percentagem das substancias principais que comp@e 0 6leo essencial da cultivar Maria Bonita nos
tratamentos com as fontes e niveis de N 50 e 100 Kg N-NOz"ha™ 50 e 100 Kg N-NH,NO;.ha 50 e 100 Kg N-
NH, .ha respectivamente.

IKcalc= indice de Kovats calculados para T1 ao T7 respectivamente
IKlit= indice de Kovats encontrado na literatura para as substancias (Adams, 2001).

Os 6leos essenciais e os padrdes analiticos foram diluidos em diclorometano e injetados em CG-MS e CG-FID.
Os constituintes extraidos foram submetidos a identificagdo por comparacdo dos tempo de retencdo com 0s
padrdes de linalol e eugenol, eucaliptol, sabineno, a-terpineol e a-trans-Bergamoteno injetados, e os Ik foram
calculados através da co-injetagdo de n-alcanos, série Cg-Cyo € Cy1-Cyo.

A concentracdo de linalol € uma caracteristica fundamental para a qualidade do 6leo
essencial da cv Maria Bonita, dessa forma, visando a qualidade e a maior produtividade em
rendimento de 0leo essencial dessa espécie, o ideal foi o uso de 100 KgNi+A que promoveu
incremento maximo de 69,25% na abundancia relativa do linalol. Esses dados do perfil da cv
Maria Bonita sugere que esta € uma espécie responsiva a nutricdo mineral com potencial para
producdo de 6leo essencial e alto rendimento de linalol.
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4.5 Atividade antifingica do 6leo essencial de manjericdo, cultivar Maria Bonita sobre
fungos patogénicos e analise ultraestrutural por microscopia eletrénica de varredura

45.1 Candida e Geotrhicum spp

A Tabela 13 ilustra o efeito das concentracdes crescentes do Oleo essencial de
manjericao cultivar “Maria Bonita”, através da medida do halo de inibicdo expresso em
centimetros sobre amostras de espécies de Candida e amostra do género Geothricum spp.
Também sdo mostrados os efeitos do linalol e do antifingico cicloexamida, utilizados como
controles.

Tabela 13. Atividade antiflngica in vitro do 6leo essencial de manjericdo, cultivar Maria Bonita nas
concentragdes de 50, 100, 200 e 300mg.mL™, do linalol e do antifingico cicloexamida (300mg.mL™)
em Candida e Geothricum spp. avaliadas através da zona de inibi¢do do crescimento (cm)

Oleo essencial mg.mL™ Linalol | Cicloexamida
Espécies C 50 100 200 300 300 mg.mL™*
C. albicans 0,00° 063 1116°  2550° 2,73 150 2,23

C. guilliermondii 0,00 0,23 0,66" 1,56° 2,76° 1,13° 4,00
C. parapsilosis ~ 0,00° 0,00° 0,00 0,30° 0,96" 0,26" 4,50
C. tropicalis 0,00 0,90° 1,43 1,96° 3,13 1,96° 3,80
C. Krusei 0,00° 0,23° 0,30° 0,93 1,20 0,33° 3,50
Geothricumspp ~ 0,00° 0,53° 0,96° 1,53° 1,80° 1,10 0,86°

Médias seguidas de mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott 5%.Valores
médios de trés replicatas
C: controle 15uL Dimetilsulfoxido (DMSO) aplicado no disco de papel

Pode-se visualizar as fotografias dos ensaios in vitro realizados em Placas de Petri
(Figura 58 e 59) apds 48 horas de exposicdo aos tratamentos nas espécies de Candida e
Geothricum spp.

Foram observados os halos de inibicdo do crescimento (cm) das coldnias com a
aplicagdo de concentragdes crescentes do 6leo essencial da cultivar “Maria Bonita”.

Fotografias obtidas a partir de microscopia 6tica com aumento de 1000x foram tiradas
para a observacdo da estrutura morfoldgica das espécies de Candida e Geothricum spp (Figura
60) tratadas com o 6leo essencial de manjericao cultivar “Maria Bonita”.
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Figura 58. Ensaio de difusdo em disco para espécies de Candida.
Realizado utilizando 6leo essencial de manjericdo, cultivar “Maria Bonita”, linalol, DMSO e Cicloexamida (as legendas 1, 2, 3 e 4 em
vermelho correspondem a: 50, 100, 200 e 300 mg.mL™ de 6leo essencial respectivamente. E as legendas 5, 6 e 7: 300 mg.mL™ de Linalol,

DMSO e Cicloexamida respectivamente)
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Figura 59. Ensaio de difusdo em disco para Geothricum spp.
Realizado com o 6leo essencial de manjericdo, cultivar “Maria Bonita”, linalol, DMSO e Cicloexamida. (as
legendas 1, 2, 3 e 4 em vermelho s&o: 50, 100, 200 e 300 mg.mL™ de 6leo essencial respectivamente e 5, 6 e 7:
300 mg.mL™* de Linalol, DMSO e Cicloexamida respectivamente).

Figura 60. Microscopia Optica dos fungos utilizados nos ensaios com 6leo essencial de manjeric&o,
cultivar “Maria Bonita” (aumento de 1000 X).
A: Candida albicans; B: C. guilliermondii; C: C. parapsilosis; D: C. krusei; E: Geothricum spp
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Ao comparar atividade antifungica do 6leo essencial da cultivar “Maria Bonita” e do
linalol puro, seu componente majoritario (em torno de 70%) na mesma concentracdo de 300
mg.mL™, observa-se que ao linalol puro é menos efetivo, evidenciando a importancia do
sinergismo (POZZATTI et al., 2010) entre o linalol e os outros componentes terpénicos
encontrados no 6leo como o eucaliptol, sabineno e a-terpineol.

Como visto na Tabela 13 e nas figuras acima, a capacidade do 6leo essencial de
manjericdo em inibir o crescimento teve melhor eficacia em torno de 200 a 300 mg.mL™ de
acordo com a sensibilidade do microorganismo. C. guilliermondii, C. parapsilosis e C. krusei
foram mais sensiveis a cicloexamida do que ao 6leo essencial, sendo C. parapsilosis a espécie
que apresentou menor halo de inibicdo apds a exposicdo ao Oleo da cv Maria Bonita,
demonstrando muito baixa sensibilidade aos tratamentos com 6leo. Um estudo comparando a
sensibilidade de C. parapsilosis e C. albicans, verificaram a baixa sensibilidade de C.
parapsilosis e que foi necessario uma maior concentracdo de 6leo essencial de cinamon para
inibir o crescimento da colonia (PIRES et al., 2011).

Quando comparadas com as outras espécies, Geothricum spp, apresentou halo de
inibicdo semelhante ao controle com o uso de 100 mg.mL™ de 6leo essencial, e foi o fungo
mais resistente ao antifngico cicloexamida. Seguido de C. albicans que apresentou a mesma
eficacia do controle com 200 mg.mL™ e C. tropicalis que apresentou reducéo de halo proximo
ao da cicloexamida com 300 mg.mL™ de 6leo essencial.

Embora ndo haja muitos estudos clinicos sobre a utilizacdo de 6leo essenciais em
humanos para tratar dermatites superficiais, alguns estudos apresentaram resultados
promissores em pacientes imunodeprimidos, que apresentavam quadro de candidiase
resistente a fluconazol (JANDOUREK et al., 1998) que é o antifingico de primeira escolha.
Casos de pacientes com pitiriase versicolor (KHOSRAVI et al., 2009) tratados com locéo de
artemisia apresentaram melhora significativa comparando-se com clotrimazol que é o
antifungico de referéncia. Todos esses resultados dos estudos de atividade in vitro e dos
ensaios clinicos sdo uma importante contribuicdo na busca por novos agentes naturais
antifangicos para tratamento de micoses superficiais da pele.

De acordo com o0s resultados de baixa sensibilidade ao antifingico comercial por
alguns dos fungos testados, e dos efeitos do 6leo essencial da cultivar “Maria Bonita”com seu
alto perfil de linalol sobre essas espécies, a utilizacdo do éleo essencial pode se constituir em
uma base para formulacdo de produtos para controle de patdgenos em substituicdo dos
produtos sintéticos. Acrescenta-se como vantagem o fato de serem mais seguros para todos.
Esses resultados sdo reafirmados por ensaios atuais com plantas medicinais que possuem um
alto perfil de linalol e mostraram boa atividade antifungica in vitro para varias espécies
(STEVIC et al., 2014).

Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (Figura 61, 62, 63 e 64)
ilustram as caracteristicas ultraestruturais externas de C. albicans, C. guillermondii, C.
parapsilosis e C. krusei com tratamento 300 mg.mL™ de 6leo essencial de manjericao cultivar
“Maria Bonita” (A e C) e o tratamento controle (que nédo recebeu tratamento) estdo ilustrados
nos itens B e D.
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Figura 61. imagens de microscopia eletronica de varredura em C. albicans.
A e C: Tratamento com 300 mg.mL™ de dleo essencial, cv Maria Bonita, B e D:Controle (BDA); E:
Tratamento com 300 mg.mL™ de cicloexamida

As imagens obtidas a partir das placas do controle em C. albicans (Figura 61 B e D)
apresentaram células leveduriformes ovais e com a superficie lisa. A seta amarela indica
nitida cicatriz de brotamento apical (D).

As imagens de varredura das placas tratadas com o 6leo essencial (A e C) apresentam
células diferentes daquelas apresentadas no controle. A exposicdo ao 6leo essencial causou
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uma aparente deformacdo nas células que apresentaram suas superficies aparentemente
irregulares indicadas pelas setas e possivel murchamento das células com provavel
extravasamento de conteudo citoplasmatico. Apos a exposicdo a cicloexamida observou-se
murchamento aparente e brotamentos anormais (seta) nas células.

Esses efeitos sdo passiveis de ocorrer devido a multiplicidade dos componentes
terpénicos e de outros compostos que compdem o Oleo essencial de manjericao e que
conferem caracteristicas lipofilicas, apresentando, portanto afinidade pelos componentes da
membrana plasmaética do fungo, interferindo com a integridade da mesma (COX et al., 2000).
O acumulo de substancias lipofilicas na bicamada lipidica promove expansdo da membrana e
aumenta a fluidez e/ou interfere nas interacdes entre proteina-lipidios de membrana estrutura
que tem efeito como barreira seletiva para ions e moléculas, causando um aumento no fluxo
de prétons (SIKKEMA et al., 1994).

Esta hipdtese acima € corroborada pelos resultados obtidos aqui a partir da
microscopia de varredura de C. albicans, apds a exposi¢édo das células ao éleo essencial, pois
as imagens obtidas mostraram superficies irregulares e deformacdo nas células com ligeiro
murchamento das mesmas e provavel extravasamento celular.

As observacgdes ultraestruturais em C. guillermondii apds 48 h de exposicdo ao 6leo
essencial da cv Maria Bonita (Figura 62 A e C) revelaram uma sutil deformacdo celular com
murchamento levedurifirme. Ja as coldnias cultivadas no meio BDA mostram um aglomerado
de celulas de levedura aderida a superficie do meio formando um biofilme organizado em
varias camadas, com células individuais de formas mais alongadas (B) e botdes distribuidos
pela célula (D) formando pseudo-hifas alongadas pouco ramificadas.

X9,000 2um : / 4 £ X900 2pm - -
Figura 62. Imagens de microscopia eletronica de varredura de C. guillermondii.
A e C: Tratamento com 300 mg.mL™ de OE e B e D:Controle (BDA)
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As cepas de C. parapsilosis (Figura 63 A e C) que foram submetidas ao tratamento
com o Oleo essencial da cv Maria Bonita e aquelas cultivadas em BDA (B e D),
aparentemente ndo apresentaram diferencas morfoldgicas visiveis entre si de acordo com as
imagens obtidas.

X1,600 10pm

Figura 63. Imagens de microscopia eletronica de varredura de C. parapsilosis.
A e C: Tratamento com 300 mg.mL™ de OE e B e D:Controle (BDA)

Para os ensaios realizados com C. krusei (Figura 64 A e C) foram nitidas as alteracGes
morfolégicas nas col6nias que foram submetidas a aplicacdo do éleo essencial da cv “Maria
Bonita”. H& a possibilidade de que essas alteracGes tenham promovido o murchamento e a
ruptura da célula do fungo, além de ter apresentado superficies curvas e irregulares.

A observagdo microscopica das col6nias cultivadas somente em meio BDA (B e D)
apresentaram forma lisa, ovoOide alongadas com formacdo de pseudo-hifas abundantes,
vigorosas e aparentemente poucas ramificacfes conforme descrito por Zheng et al. (2012).
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Figura 64. Imagens de microscopia eletrénica de varredura de C. Krusei.
A e C: Tratamento com 300 mg.mL™ de OE, B e D:Controle (BDA)

As observagdes ultraestruturais em Geotrichum spp (Figura 65 A, C, E) ndo revelaram
deformac6es morfologicas aparentes, entretanto, comparando a densidade do micélio fangico
nas células expostas ao 6leo essencial (A e C) observa-se uma diminuicdo da densidade do
mesmo em relagdo ao controle (B e D), esses dados sdo confirmados pela medicéo do halo de
crescimento neste experimento (Tabela 13). Em (B) que é o controle, as hifas verdadeiras
desarticulam-se em muitos artroconidios cilindricos, sugerindo intensa proliferacdo nas placas
controle.
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Figura 65. Imagens de microscopia eletronica de varredura de Geothricum spp.
Ae C: Tratamento com 300 mg.mL™ de 6leo essencial, B e D:Controle (BDA); E: Tratamento com

300 mg.mL™* de cicloexamida

A atividade antifingica da cicloexamida e a do 6leo essencial foi semelhante para trés
espécies de fungos (C. albicans, C. tropicalis e Geothricum spp), embora ambos apresentem
estruturas quimicas diferentes e mecanismo de acdo diferenciados. A cicloexamida é um
antifungico que atua no interior da célula inibindo a sintese de proteinas nos ribossomos
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(OBRIG; CULP, 1971), e o 6leo essencial com base na literatura fornece indicios de atuar na
parte externa da célula, interagindo com os componentes de membrana (COX et al., 2000).
Portanto, estudos complementares serdo necessarios para observar as estruturas morfolégicas
no interior das células, utilizando a microscopia de transmissdo como ferramenta para auxiliar
na investigacdo do mecanismo de acao do 6leo essencial do manjericdo em fungos.

45.2  Sacharomyces cerevisae

O ensaio in vitro com S. cerevisae (Figura 66) mostrou que o 6leo essencial da cultivar
Maria Bonita na concentracdo de 6mg.mL™ reduziu o crescimento da col6nia em relagéo ao
controle que teve um crescimento muito intenso atingindo toda a placa. E que a aplicacdo do
linalol puro n&o foi tdo eficiente quanto o dleo para reduzir o crescimento das leveduras.

Figura 66. Ensaio in vitro da atividade antifungica do dleo essencial da cultivar Maria Bonita em
Sacharomyces cerevisae.
A: Controle; B: 6mg.mL™ de 6leo essencial de manjericdo cv. Maria Bonita e C: 6mg.mL™ de Linalol

Na Figura 67 (A e C) esta ilustrada a estrutura morfolégica de S.cerevisae ap6s o
tratamento com o 6leo essencial, no qual as células parecem sutilmente irregulares,
comparadas com as células cultivadas em meio BDA (B e D), devido ao efeito do tratamento
com o 6leo essencial de manjericdo cv Maria Bonita.
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Figura 67. Imagens de Microscopia eletronica de varredura em Sacharomyces cerevisae.
A e C:.Tratamento com 6mg.mL™ de 6leo essencial cultivar Maria Bonita B e D: Controle (BDA)
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45.3 Efeito do 6leo essencial da cultivar Maria Bonita sobre fitopatdgenos: Fusarium
oxysporum e Rhizoctonia solani

454 Fusarium oxysporum

A Figura 68 ilustra o ensaio in vitro da aplicacdo de 6 mg.mL™ de 6leo essencial de
manijericdo cv Maria Bonita e do linalol (6 mg.mL™) para avaliar o efeito sobre o crescimento
micelial (mm) do fungo F. oxysporum. O antifingico promoveu inibicdo completa do
crescimento fangico (E).

Figura 68. Efeito do 6leo essencial de manjericdo cultivar Maria Bonita e do linalol.

Ambos na concentragdo de 6 mg.mL-1 em placas de Petri contendo o fungo Fusarium oxysporum no
sexto dia de avaliagdo. A: controle positivo (meio BDA); B: controle negativo (DMSO), C, D e E:
6leo essencial, linalol e antifingico Mancozeb respectivamente na concentragdo de 6 mg.mL-1

Observou-se que o 6leo essencial e o linalol apresentaram um efeito de reducdo no
crescimento micelial de F. oxysporum através da observacdo e medicao das placas de Petri C
e D, quando comparadas as Placas A e B que sdo os controles. Entretanto, o efeito do 6leo foi
mais intenso do que o linalol isolado, 0 que indica que outros constituintes do éleo essencial
auxiliam na sua atividade antifingica.

A Figura 69 ilustra o efeito das vérias concentragdes (0,5; 1; 2; 4 e 6 mg.mL™) do dleo
essencial de manjericdo do linalol (6 mg.mL™) sobre o crescimento micelial de Fusarium
oxysporum no segundo, no quarto e no sexto dia de medicdo do crescimento. O efeito mais
pronunciado na redugdo do crescimento da col6nia foi observado com 6 mg.mL™ de 6leo
essencial.
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Figura 69. Efeito do ensaio in vitro do 6leo essencial de manjericdo cv Maria Bonita.

Testado nas concentraces de 0,5; 1; 2; 4 e 6 mg.mL™ e do seu componente linalol (6 mg.mL™) sobre
0 crescimento micelial de Fusarium oxysporum no segundo, quarto e sexto dia de medi¢do do
crescimento. Controle positivo (BDA), negativo (DMSQ), 6leo essencial (OE), Linalol (Lin) e o
antifingico Mankozeb (Atf: 6 mg.mL™).

Hussain et al. (2008) e Koci¢-Tanackov et al. (2011), verificaram potencial
antifingico em manjericdo. Estes resultados sugerem que o manjericao pode desempenhar um
papel importante no controle biolégico de patdgenos, sem afetar o meio ambiente devido a
sua baixa toxicidade e persisténcia.

A observacdo das caracteristicas ultraestruturais (Figura 70) no segundo dia de
exposicdo ao Oleo essencial de manjericio (A e C) mostrou a auséncia de esporos
germinativos, sugerindo que logo nos dias iniciais de exposicdo, o efeito do dleo essencial
suprimiu a formacdo/germinacdo dos clamidoconidio. A formacdo desses esporos € uma
caracteristica natural desse fungo para sua sobrevivéncia, e essa caracteristica permite que o
fungo persista no solo como clamiddsporos e isso dificulta o controle das doencas causadas
por esse fungo em plantas. Enquanto que as placas do controle apresentaram maior
abundancia de clamidoconidios (B e C).
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45.4.1 Ultraestrutura de Fusarium oxysporum
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Figura 70. Imagens de microscopia eletronica de varredura em Fusarium oxysporum observadas no
segundo dia de experimento.

A e C: amostras retiradas das placas de Petri do tratamento com 6leo essencial 6 mg.mL™; B e D:
controle positivo (BDA). As setas indicam os clamidoconidios e o septo das hifas

No sexto dia de exposicdo ao 6leo essencial de manjericdo (Figura 71 A e C),
deformac6es morfoldgicas visiveis como formato anormal e aumento da espessura das hifas
com a lise das células foram observadas. E nos controles (Figura 71 B e D) observou-se ainda
clamidoconideos existentes e hifas com anastomoses normais sem sinais de lise celular.
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Figura 71. Imagens de microscopia eletronica de varredura em Fusarium oxysporum, tirada no sexto
dia de experimento.

A e C: amostras das placas de Petri do tratamento com 6leo essencial 6 mg.mL™; B e D: Controle
positivo (BDA)

Os resultados encontrados indicam que o Gleo essencial de manjericdo cv Maria
Bonita pode ser utilizado para minimizar as infestacdes de populacbes de F.oxysporum nas
culturas, levando a reducdo do micélio fungico e inibicdo na germinacdo dos
clamidoconideos.
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455 Rhizoctonia solani

A Figura 72 ilustra o crescimento micelial (mm) no ensaio em placas de Pertri do
fungo R. solani no quarto dia com aplicacio de 6 mg.mL"6leo essencial (C).

Figura 72. Efeito do 06leo essencial de manjericdo cultivar Maria Bonita e do linalol, sobre o
crescimento micelial do fungo Rhizoctonia solani.

A: controle positivo (BDA); B: controle negativo (DMSO), C: 6leo essencial (6 mg.mL™), D: linalol (6
mg.mL™), E: antifungico Mancozeb (6 mg.mL™)

As concentracBes testadas de 6leo essencial de manjericdo, cultivar Maria Bonita
foram (0,5, 1, 2, 4 e 6 mg.mL™), sobre o crescimento micelial de R. solani medido no segundo
e no quarto dia de experimento. A Figura 73 ilustra o comportamento do crescimento micelial
do fungo medido no segundo e quarto dia de experimento, pode-se observar que o 6leo
essencial na concentracdo de 6 mg.mL™ foi mais efetivo com efeito intensificado no segundo
dia em relacdo ao quarto dia de medicéo.
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Figura 73. Efeito do 6leo essencial de manjericdo, cultivar Maria Bonita testado nas concentracdes de
0,5, 1, 2, 4 e 6 mg.mL™,do linalol (6 mg.mL™) e antifiingico (6 mg.mL™) sobre o crescimento micelial
de Rhizoctonia solani.

Controle positivo (BDA), controle negativo (DMSO), 6leo essencial (OE), linalol (Lin) e antifungico
(Atf). As diferencas significativas foram calculadas usando (Tukey, p<0,05)
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455.1 Ultraestrutura de Rhizoctonia solani

As observagdes de microscopia eletrbnica de varredura para estudar o efeito na
morfologia de R. Solani no segundo e no quarto dia de exposi¢do ao dleo essencial revelaram
anormalidades na estrutura das hifas (Figura 74 A e Figura 75 A e C) com aparéncia mais fina
e uma superficie enrugada e murcha.

Deformagdes com rugosidade e lesdo na membrana plasmatica em R. solani foram
observadas por Xiong (2013) utilizando um antibi6tico natural produzido S. padanus,
sugerindo uma interacdo com os esteroides de membrana resultando assim em mudancas na
permeabilidade. As hifas do controle mostraram integridade estrutural (Figura 74 B Figura 75
Be D).

X1,500] 10pm

Figura 74. Imagens ultraestruturais em microscopio eletrdnico de varredura no fungo Rhizoctonia
solani, observadas no segundo dia de experimento.

A: amostras coletadas das placas de Petri tratadas com 6 mg.mL™ de 6leo essencial da cv Maria Bonita
e B: Controle positivo (BDA)
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Figura 75. Observagdes ultraestruturais em microscopio eletronico de varredura no fungo Rhizoctonia
solani. Imagens obtidas no quarto dia de experimento.

A e C: amostras das placas de Petri do tratamento com 6 mg.mL™ de 6leo essencial da cv Maria Bonita
e B e D: Controle positivo (BDA)

Os estudos de microscopia eletrénica de varredura em todas as espécies de fungos
analisadas forneceu uma grande contribuicdo sobre a ultraestrutura desses fungos em seu
desenvolvimento normal em meio de cultura BDA e ap06s a exposi¢do ao Oleo essencial,
propiciando um passo inicial nesse estudo para elucidacdo do mecanismo de agdo fangistatico
pelo qual o 6leo essencial atuou na célula tanto das leveduras quanto dos fungos filamentosos.
O préximo passo serd a avaliacdo ultraestrutural por microscopia de transmisséo para avaliar
o efeito nas organelas no interior da célula.
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45.6  Efeito de diferentes fontes e niveis de N na expressdo dos genes que codificam as
vias dos terpenos e fenilpropanoides na variedade Sweet Italian Large Leaf e cultivar
Maria Bonita

45.6.1 Variedade Sweet Italian Large Leaf

A expressdo dos genes que codificam para as enzimas envolvidas nas vias de
biossintese do 6leo essencial em folhas de manjericdo foi avaliada por PCR em tempo real.
Foram detectadas os niveis de expressdo da 3-hidroxi metil glutaril Coenzima A redutase
(HMGR), 1 Deoxi xilulose sintase (DXS), Linalol sintase (LIS), Fenilalanina amonia liase
(PAL) e Eugenol sintase (EGS), nos tratamentos sem nitrogénio (controle), 50 Kg de nitrato e
50 Kg.ha™ de nitrato de aménio (Figura 76).
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Figura 76. Expressdo relativa dos genes das vias de biossintese de 6leo essencial para a variedade
Sweet Italian large Leaf.

Genes da 3-hidroxi metil glutaril Coenzima A redutase (HMGR), 1 Desoxi xilulose sintase (DXS),
Linalol sintase (LIS), Fenilalanina aménia liase (PAL) e Eugenol sintase (EGS) de acordo com o
fornecimento de 0, 50 Kg de nitrato e 50 Kg.ha™ de nitrato de amdnio. Nos tratamentos com 100Kg de
nitrato e nitrato de aménio e aménio a concentragcdo de RNA total extraida foi insuficiente para a
sintese de cDNA.
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Observou-se uma variagdo na expressdo dos genes de acordo com o fornecimento de
N. A expressdo dos genes das enzimas das vias dos terpenos foi estimulada diferentemente, de
forma que os genes upstream na via dos terpenos, como a HMGR e a DXS foram induzidos
com 50 Kg.ha' de nitrato e 50 Kg.ha™ de nitrato de amonio respectivamente. E o gene
dowstream na via dos terpenos, como a LIS foi induzida em todos os tratamentos, iSSo sugere
que pode haver uma complementacdo entre as vias mevalonato (MVA) e metil eritrol fosfato
(MEP), onde no ponto em que uma via € inibida a outra pode ser ativada para complentar a
biossintese dos precursores IPP e DMAPP e assim manter a producdo de terpenos
(HEMMERLIN et al., 2003).

Além disso, deve ser considerado que modificagcdes pos-transcricionais podem ocorrer
na via DXS culminando na diferenga entre os niveis de transcritos e o de suas proteinas
correspondentes, tendo como consequéncia direta disso um aumento ou diminuicdo nos
metabdlitos finais como o linalol (GUEVARA-GARCIA et al., 2005).

A baixa expressdo observada para o0s genes que codificam a HMGR quando a planta
foi cultivada sem N e com 50 Kg.NO3', pode ser um indicativo que os genes que codificam
para DXS seriam os responsaveis pela biosintese de IPP e DMAPP para formar Geranil
pirofosfato (GPP) que é o substrato para monoterpenos sintases como a LIS e formar o linalol,
visto esses tratamentos terem obtido os maiores rendimentos (0,37 e 0,41%) de 6leo essencial
e as maiores concentracOes de linalol (38 e 21%) respectivamente. Desse ponto de vista, iSso
seria uma vantagem para a planta ou uma estratégia desenvolvida a, pois as vias MEP e
chiquimato estdo localizadas nos plastidios, 0 que permitiria uma interacdo no mesmo
compartimento celular e um controle reciproco dessas vias para producdo de terpenos e
fenilpropandides.

O cultivo das plantas com 50 Kg.NO3; e 50 Kg.Ni+A promoveu um aumento da
expressdo da LIS, entretanto ao comparar com a concentracdo dos metabdlitos (linalol)
caracterizados por CG-MS/FID, essa maior expressdo ndo foi acompanhada de maiores
concentracdes de linalol nos tratamentos em relacdo ao controle, tendo em vista as menores
concentracOes de linalol nesses tratamentos. Essas diferengas encontradas entre os niveis de
transcritos para LIS e os de metabolitos, possivelmente podem ser explicadas devido a
ocorréncia de modificacfes pds-traducionais como fosforilacdo e ubiquitinacdo (XIE et al.,
2008).

As enzimas que codificam a via dos fenilpropandides, PAL e EGS, foram expressas
nos tratamentos, exibindo niveis mais elevados com 50 Kg.ha' de nitrato de aménio em
relacdo ao controle, que ndo levaram ao aumento na producdo do metabdlito final que é o
eugenol. Isso pode se caracterizar como um indicativo de que a PAL e EGS sdo reguladas
transcricional e poés-transcricionalmente em resposta a estimulos ambientais (DIXON;
PAIVA, 1995),

45.6.2 Cultivar Maria Bonita

Os tratamentos influenciaram a expressédo dos genes envolvidos na biossintese de 6leo
essencial (Figura 77), de forma que todos os genes das vias metabdlicas foram expressos,
exceto o gene para DXS que foi reprimido com o amonio.
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Figura 77. Expressdo relativa dos genes das vias de biossintese de 6leo essencial para a cultivar Maria
Bonita.

Expresséo dos genes da 3-hidroxi metil glutaril Coenzima A redutase(HMGR), 1 Deoxi xilulose
sintase (DXS), Linalol sintase (LIS), Fenil alanina aménia liase (PAL) e Eugenol sintase (EGS)de
acordo com o fornecimento de 0, 50 e 100 Kg ha™ de nitrato e 50 Kg.ha™ de nitrato de amdnio e 50 e
100 Kg ha™ de amédnio.
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Os niveis mais elevados da expressdo dos genes para HMGR nos tratamentos sugerem,
que a via MVA ¢ bem ativa nessa variedade e que a DXS teve um comportamento muito
variavel apresentando baixos niveis de expressdo e sendo reprimida com o amonio. Duas
possibilidades podem explicar esses resultados no sentido de avaliar a contribuicdo relativa
das duas vias na biossintese dos produtos finais, a primeira seria o que foi discutido acima em
relacdo a teoria de que as vias ndo sdo completamente independentes e se complementam
(RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006) e nesse caso a via MVA, supriria a producdo de
precursores IPP e DMAPP para formar os monoterpenos. A segunda possibilidade seria um
controle pos-transcricional na via MEP (GUEVARA-GARCIA et al., 2005), e que quando ha
niveis reduzidos de transcritos, os genes que codificam para DXS s&o sensiveis ao bloqueio da
via e aumentam os niveis de proteina e de metabolitos.

Resultados diferentes relatando baixa expressdo dos genes para HMGR e altos niveis
de expressdo dos genes para DXS em manjericdo independente do quimiotipo analisado
(IJIMA; DAVIDOVICH-RIKANATI; et al., 2004), sugerem que a via MVA néo teria papel
significativo na biossintese de terpenos nos tricomas glandulares de manjericdo, mas de
acordo com os resultados aqui encontrados, é necessario avaliar mais profundamente a real
participacdo da via MVA no metabolismo dos terpenos.

A expressdo dos genes que codificam para LIS foi mais evidente com NO3™ e Ni+A, a
analise desses transcritos sdo compativeis com o perfil metabdlico, e confirmam o quimiotipo
linalol dessa variedade. O mesmo estudo acima na cultivar quimiotipo linalol, encontrou
niveis de transcritos para (R)-linalol sintase mais abundante, de acordo com os encontrados
aqui para a Maria Bonita.

Os genes da via dos fenilpropanodides (PAL e EGS) foram também expressos em todas
as condicBes, e em niveis mais elevados também com NOs e Ni+A, contudo houve baixa
biossintese de eugenol, com base nisso, é possivel que a regulacdo pos-transcricional destas
enzimas pode ser um fator importante que controle os niveis de proteinas e de metabdlitos
finais, direcionando do fluxo de carbono entre as vias (XIE et al., 2008).

Os resultados demonstraram que 0 nitrogénio é um modulador da expressdo génica e
que o fornecimento diferencial de N induziu a expressdo dos genes que codificam para as
enzimas chaves de producdo de Oleo essencial, e assim, a producdo destes compostos é
regulada transcricionalmente em manjericio. Os controles transcricionais e pos-
transcricionais parecem exercer um papel crucial no direcionamento do fluxo de carbono
entre as vias metabolicas nessas duas variedades de manjericao.
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45.7  Anatomia das folhas de Manjericao da variedade Sweet Italian Large Leaf e da cv
Maria Bonita cultivadas em diferentes fontes e doses de Nitrogénio.

Na Figura 78, os itens A e B mostram que em ambas as espécies de manjericao
apresentam folhas anfiestomaticas e exibem uma estrutura dorsiventral, e os itens C e D
mostram os tricomas secretores.

Figura 78. Seccdes transversais do mesofilo observadas em microscopia de luz.

A e B Estrutura dorsiventral com epiderme (ep) apresentando células fundamentais com tamanhos
variados e mesofilo formado por um estrato de clorénquima paligadigadico (cp) e trés a cinco estratos
de clorénquima lacunoso (cl) A- Amostra 10. B- Amostra 2. C- Amostra 10 detalhe de um tricoma
secretor (ts) pluricelular apresentando uma célula basal (cb) que se insere em um nivel abaixo das
células fundamentais da epiderme (cf). D- Teste histoquimico com dicromato de potassio na amostra
10 evidenciando com a cor castanha, a presenca de substancias fenélicas no tricoma secretor e nas
celulas parenquimaticas.
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A epiderme em ambas as faces apresenta células fundamentais com tamanhos variados
(Figura 78 A e B) e tricomas secretores (Figura 78 C e D). Estes tricomas sdo pluricelulares e
apresentam uma célula basal (pedicelo) que se inserem em um nivel abaixo das células
epidérmicas fundamentais (Figura 78 C e D). Werker (1993) classificou os tricomas peltados
de manjericdo em pequenos com uma célula basal, um peddnculo, uma cabeca alongada com
duas celulas largas ou ovais, esta caracterizacdo observada na figura Figura 78(C e D) dos
tricomas confirma esse relato.

O mesofilo (Figura 78 e Figura 79) apresenta um estrato de clorénquima paligadico
com células alongadas, dispostas perpendicularmente ao limbo foliar, e apresenta trés a cinco
estratos de clorénquima lacunoso com células irregulares, com projecGes estendendo de uma
célula a outra, formando espacos entre si, semelhantes ao mesofilo de Menta (MARTINS,
2002).

Figura 79. Seccoes transversais do mesofilo observadas submetidas ao teste histoquimico com sudan
IV evidanciando com a cor laranja as substancias lipidicas.
Notar as gotas de 6leo (setas). A e C: Maria Bonita; B e D: Sweet Italian Large Leaf
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Sob as diferentes condicdes de fornecimento de nitrogénio as duas variedades de
manjericdo cultivadas em casa de vegetacdo, apresentaram apenas um tipo de tricoma, 0
tricoma secretor peltado, que apresentou uma baixa distribuicdo nas faces abaxial e adaxial.
Em Menta pulegium o estresse salino aumentou a densidade e o tamanho dos tricomas em
ambas as faces de folhas jovens, comparando as folhas do terceiro e décimo no, e 0 aumento
na densidade foi correlacionado com incremento no rendimento de 6leo essencial (KARRAY -
BOURAOUI et al., 2009).

Durante a floragdo, houve predominancia de goticulas de 6leo espalhadas por todo o
mesofilo (Figura 79) e os tricomas sectretores apresentaram uma densidade tdo baixa que néo
foi possivel a sua contagem.

Esses resultados indicam uma nova descoberta em relagdo aos sitios de producdo de
6leo essencial em manjericdo, pois, de acordo com relatos anteriores afirma-se serem as
glandulas peltadas o maior, e possivelmente o Unico sitio de biosintese e armazenamento de
fenilpropandides (GANG et al., 2001) e de terpenos (IIJIMA; DAVIDOVICH-RIKANATI; et
al., 2004). Os resultados deste experimento sugerem que a biossintese de metabolitos
secundarios como monoterpenos e sesquiterpenos ndo ocorre exclusivamente nas glandulas
peltadas e nem mesmo que o rendimento de dleo essencial depende da densidade dos
tricomas, como pode ser observado nas Figura 78 e Figura 79 e Tabela 11 e Tabela 12.

Em ambas as faces foram encontrados somente tricomas peltados, essa caracteristica
diferencia essas duas variedades estudadas das outras espécies de manjericdo. A densidade
dos tricomas nas folhas nédo foi influenciada pelos niveis de nitrogénio, sugerindo que em
folhas ja completamente expandidas a producéo de dleo essencial ndo depende da densidade
dos tricomas contrariando todos os relatos da literatura em manjericdo (GANG et al., 2001;
IJIMA; DAVIDOVICH-RIKANATI; et al., 2004; 1IJIMA; GANG,; et al., 2004; WERKER
et al., 1993; XIE et al., 2008), visto a escassez de tricomas e a predominancia de gotas de 6leo
no mesdfilo.

Esses resultados sdo inéditos nessa espéecie e conduzem a reflexdo de que os tricomas
secretores ndao atuam exclusivamente na producdo de 6leo essencial em manjericdo e que na
auséncia destes, a planta desenvolve outros mecanismos para producdo de metabolitos
secundarios.
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5 CONCLUSOES

O menor aporte de N entre as doses contrastantes de nitrato € o mais indicado para a
producdo de 6leo essencial de manjericdo variedade Sweet Italian Large Leaf, sendo favoravel
a via de formacéo dos terpenos com maior concentracdo de linalol.

O dleo essencial de manjericdo demonstrou potencial alelopatico e poderia ser uma
alternativa estratégica como bioherbicida.

A acdo fungistatica do dleo essencial se deve provavelmente a interferéncia na
integridade da membrana plasmatica dos fungos testados, sendo possivel seu uso no controle
de patdgenos humanos e de fitopatdgenos, além de ser um manejo menos prejudicial ao meio
ambiente e a satde da populacao.

O fornecimento de 100 Kg.ha™ de nitrato de aménio promoveu altos rendimentos e
alto teor de linalol no 6leo essencial da cv Maria Bonita, e a variedade Sweet Italian Large
Leaf mostrou ser muito bem adaptada as condi¢Oes de escassez de nutrientes, maximizando o
rendimento e o perfil de metabdlitos secundarios.

O nitrogénio é um modulador da expressdo génica induzindo a expressdo dos genes
que codificam para as enzimas chaves de producdo de Oleo essencial, e assim, a producao
destes compostos é regulada transcricionalmente em manjericao.

Os resultados anatémicos mostraram que a producdo de 6leo essencial ndo depende
dos tricomas secretores visto a escassez destes e a predominéncia de goticulas de 6leo
espalhadas pelo mesofilo. Esses resultados sdo inéditos em manjericdo e sugerem que 0S
tricomas ndo atuam exclusivamente na producdo de 6leo essencial desta espécie e que na
auséncia destes, a planta desenvolve outros mecanismos para producdo de metabolitos
secundarios.
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7 ANEXOS

Anexo A — Cromatogramas de padrdes e das amostras de 6leo essencial analisadas no CG-MS

Padrao Eugenol

25 May 2014

Number of Scans 4406
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Anexo 1. Anélise cromatografica por CG-MS do padrdo de eugenol (Sigma-Aldrich)

Padrao eucaliptol
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Anexo 2. Anélise cromatografica por CG-MS do padrdo de eucaliptol (1,8 cineol) (Sigma-Aldrich)
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Number of Scans 3967
Time Range 2.500-35.550
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|

—11.367

25 May 2014

2 4 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 36
Retention Time (min)
Anexo 3. Anélise cromatografica por CG-MS do padrao de sabineno (Sigma-Aldrich)
Padrao alfa-terpineol
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Anexo 4. Anélise cromatografica por CG-MS do padrio de a-terpineol (Sigma-Aldrich)
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Padrao linalol
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Anexo 5. Anélise cromatografica por CG-MS do padréao de linalol (Sigma-Aldrich)

Padrao C8-C20
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Anexo 6. Analise cromatogréfica por CG-MS da série homdloga de alcanos Cg-Cyo (Sigma-Aldrich)
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Padrao C21-C40
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Anexo 7. Analise cromatografica por CG-MS da série homoéloga de alcanos C,;-Cyo (Sigma-Aldrich)
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Anexo 8. Analise cromatografica por CG-MS dos componentes do 6leo essencial com a co-injecéo
dos padrbes de alcanos, da variedade Sweet Italian Large Leaf submetidas ao tratamento sem
nitrogénio
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25 May 2014
Amostra 5
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Anexo 9. Analise cromatografica por CG-MS dos componentes do 6leo essencial com a co-injecéo
dos padrfes de alcanos, da variedade Sweet Italian Large Leaf submetidas ao tratamento com
50Kg.NO;5 ha™
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Anexo 10. Analise cromatografica por CG-MS dos componentes do 6leo essencial com a co-injecao
dos padrfes de alcanos, da variedade Sweet Italian Large Leaf submetidas ao tratamento com
100Kg.NO3 ha™*
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dos padrfes de alcanos, da variedade Sweet Italian Large Leaf submetidas ao tratamento com

Anexo 12. Analise cromatografica por CG-MS dos componentes do 6leo essencial com a co
100Kg.NH,NO; ha™
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dos padrfes de alcanos, da variedade Sweet Italian Large Leaf submetidas ao tratamento com

Anexo 14. Analise cromatogréafica por CG-MS dos componentes do 6leo essencial com a co
100K g.NH, ha™
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dos padrdes de alcanos, da cultivar Maria Bonita submetidas ao tratamento sem N

Anexo 15. Analise cromatogréafica por CG-
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Anexo 16. Analise cromatogréafica por CG-MS dos componentes do 6leo essencial com a co
dos padrdes de alcanos, da cultivar Maria Bonita submetidas ao tratamento com 50Kg.NO;™ ha™
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Anexo 18. Analise cromatogréafica por CG-MS dos componentes do 6leo essencial com a co
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Anexo 19. Analise cromatografica por CG-MS dos componentes do 6leo essencial com a co-injecao
dos padrdes de alcanos, da cultivar Maria Bonita submetidas ao tratamento com 100Kg.NH,NO; ha™
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Anexo 20. Anélise cromatografica por CG-MS dos componentes do 6leo essencial com a co-injecéo
dos padrdes de alcanos, da cultivar Maria Bonita submetidas ao tratamento com 50Kg.NH, ha™
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Anexo 21. Anéalise cromatografica por CG-MS dos componentes do 6leo essencial com a co

dos padrdes de alcanos, da cultivar Maria Bonita submetidas ao tratamento com 100Kg.NH, ha™
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Anexo B- Espectros de massa dos padrfes e das amostras de 6leo essencial analisadas

Eugenol
19 Aug 2014
Count 87 Data Type Centroided Mass Spectrum
Date 25 May 2014 19:49:40 ‘ Date Stamp 07 May 2013 10:29:05
Inlet Model Other Probe Instrument Shimadzu Corporation / GCMS-QP5050 /
lon Mode El+ Operator Admin Plot Type Stick
Retention Time 29.117 Sample Eugenol / Scan 3195
Separation Type Gas-Solid Chromatography TIC 560.08
Total Signal 4619095
Eugenol_Eugenol - _1_Centroided Mass Spectrum_EI+ 1649
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Anexo 22. Espectro de massa do padrdo de eugenol (Sigma-Aldrich)
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Anexo 23. Espectro de massa do padréo de eucaliptol (Sigma-Aldrich)
Sabineno
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Anexo 24. Espectro de massa do padrdo de sabineno (Sigma-Aldrich)
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Anexo 25. Espectro de massa do padrao de a-terpineol (Sigma-Aldrich)
Linalol
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Anexo 26. Espectro de massa do padréo de linalol (Sigma-Aldrich)
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Anexo 27. Espectro de massa do padrao de linalol (Sigma-Aldrich)
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Anexo 28. Espectro de massa do padrdo Cg-Cyg (zSigma—AIdrich)
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Padrao C,1-Cyo
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Anexo 29. Espectro de massa do padrdo C,;-Cy4o (Sigma-Aldrich)
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Espectro de massa das amostras de 0leo essencial de manjericéo variedade Sweet Italian

Large Leaf
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Anexo 30. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet Italian Large

Leaf submetidas ao tratamento sem nitrogénio
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Anexo 31. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet Italian Large
Leaf submetidas ao tratamento com 50Kg.NO; ha™
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Anexo 32. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet Italian Large
Leaf submetidas ao tratamento com 100Kg.NO5™ ha™
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Anexo 33. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet Italian Large
Leaf submetidas ao tratamento com 50Kg.NH,NO; ha™
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Anexo 34. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet Italian Large
Leaf submetidas ao tratamento com 100Kg.NH,NO; ha™
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Anexo 35. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet Italian Large
Leaf submetidas ao tratamento com 50Kg.NH, ha
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Anexo 36. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet Italian Large
Leaf submetidas ao tratamento com 100Kg.NH, ha™
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Espectro de massa das amostras de 0leo essencial de manjericao cultivar Maria Bonita
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Anexo 37. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da cultivar Maria Bonita submetida
ao tratamento sem nitrogénio.
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Anexo 38. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da cultivar Maria Bonita submetidas

ao tratamento com 50Kg.NO; ha™
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Anexo 39. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da cultivar Maria Bonita submetidas
ao tratamento com 100Kg.NO5 ha™
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Anexo 40. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da cultivar Maria Bonita submetidas

ao tratamento com 50Kg.NH,NO; ha™

208



Line#1 R Time:9.3(Scan#:822)

100

43
81
] 69 108
a i E 139 154
‘ NI I H ur.-'p‘l‘.'.] ' .=.f.’.",, ,:J. . 40
o T T T T T
30 40 50 60 70 %0 100 110 120 130 14:30 I ]5l0 ’
m/z
Line#2 R.Time:11.4(Scan#:1068)
100 3 7
a3
41 69 it
! i i21
139
N I]lll'] Lhil 1. ?I“l] “h!g. I i. . L, 154
T T f T T [ARRRS L S R IR RS LR AL BT MRS R T 1 T L e RS AR
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
m/z
Line#3 R Time:13.2(Scan# 1289)
100 i
93
41 'y
B 69
121
e ) s i1l 1 1] ol [ 1
L] I 1N 11 136 149 154
TrrETrTTTTTTTE L AR AR R AR LR ¥ T LIS T I T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
m/z
Line#:4 R Time:15.1(Scan#:1515)
10 »
41
|43 . * I 91 109
, | N il 1] iy fl " 119
T 1 T N R L I FrpTTTTE Ty TT T T T T T
30 40 50 60 0 30 90 100 110 120
miz
Line#S5 R Time:18.6(Scan#:1931)
100
93
81
121
4:3 136
107
‘ .IIf . |IE|I F};r Il[;! Ly Le , 140
T f T t T T N TH T T 1 T T T T T T
30 40 50 60 T0 80 20 160 110 120 130 140
m/z
Line#6 R.Time:22.3(Scan#:2380)
100 5
41
55 0 93 111 123
L Ll ” Iy BTN s | L] 139 154
UMMRAR RARRS LRAE! T ; T i R R AR A AR R SRR LA B AR N SRS RN RS AR RS
30 40 50 60 T0 30 90 100 110 120 130 140 15¢
m/z

209



Line#:7 R Time:23.9(Scan#:2564)

a3
] 80 121
] 41 67 | 108 136
S 1 St PR N PR | FTTFoO—I ! 113 P TP PR FON N A
30 40 50 60 70 30 90 100 110 120 130 140 150
m/z
Line#8 R Time:27.5(Scan#:3000)
10 B
108
] 71 93
| 40 b e T
A YN AR N PO | <N 152 212
LA R RARRD RARRE R ] T T [ [ARRRLARMM BN Y T T T T LARAAE AT AL R | ERRELAN 7 LARRAD RARME RAAANRALL RRARE LA
30 40 50 &0 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
mfz
Line#9 R Time:29.8(Scan#3274)
100 &
41
93
80 | 107 121 136
T U NMBERISSs Lo ’ f T ’iE'E "'I""E""'il T tetery T Il”‘i""l“"‘s' T T |153' T
30 40 50 &0 70 30 2 100 110 120 130 140 150 160
m/z
Line#:10 R Time:31.4(Scan#.3474)
100
41 79 il
105
133
] 33 119
147 161
e e |
1 N wiln I'! | iil RN I, I ; | ]
[SAALARASE NAAR AR RARS RRARY LAY LARESRAMA AARAS] 7 T T ¥ T IAAARRSARMS RARSS LARAE ARARE SRS T MM SARan} | NARALARALS S T T
0 a0 50 60 70 30 % 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
mfz
Line#i11 R Time:32.2(Scanf:3565)
100 B 119
41 69
55 79 I 107
A itshl.l A Hlu ,31,1...,,,,,,[.-i,-f,., Weseremtopremee it e M 189 208
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
m/z

210




Line#12 R Time 34 6{Scan#:3859)

1

95
91 161
81
119
1 41
= 67 ‘ } 133
147 204
m_m.ulm ll‘l 1| : %.I,ll; : ‘i.!‘h . |'|'1" ; I .l.l..;m,:.!.wi.'.:‘, . I{ || ’ i T El P e 1
30 40 50 60 70 R0 o0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
m/z
Line#:13 R Time:36.2(Scanf4047)
100 105 161
91 119
] g1
4 55 67 133
- | -
Frerer i Pl _— |:‘, - ,“! ,..!.-.![H,....'1!9‘!!..%‘...,!‘a!,‘..] TAR U URNRAD | N 1,76] ,1%9 11[,
30 4 50 6 70 8% 9 100 1l1e 120 130 140 150 160 176 130 190 200 210
m/z
Line#:14 R Time:40.9(Scan#:4606}
IOC_ 118
105 161
] 41
9 179
ot L i
B TN P 1O . TN . S W
30 40 50 60 70 80 90 160 110 120 130 146 150 160 170 180 190 200 210
m/z
Line#:15 R Time41. 7(Scant4707)
10(}‘ 161
81 103
1 43
95 119 204
41 69 t 134 189
T T i t -=}”!>! + :!’ﬁ ;l'li" x'”z!\J[l' l””}““i E"'lflv LARM1 E!{ T :{l‘}?i 'L'"':r Hpvre "la76| T I; T T aE T T
30 40 50 &0 70 30 20 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210
mz

Anexo 41. Espectro de massa dos componentes do éleo essencial da cultivar Maria Bonita submetidas
ao tratamento com 100Kg.NH4NO3 ha
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Anexo 42. Espectro de massa dos componentes do 6leo essencial da cultivar Maria Bonita submetidas
ao tratamento com 50Kg.NH, ha™
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Anexo 43. Espectro de massa dos componentes do éleo essencial da cultivar Maria Bonita submetidas

ao tratamento com 100Kg.NH, ha™
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Anexo B — Anélise cromatografica por CG-FID de padrfes e das amostras de 6leo essencial

analisadas
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Anexo 44
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. Andlise cromatografica por CG-FID do padrao de eugenol (Sigma-Aldrich)
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Anexo 45. Anélise cromatografica por CG-FID do padrdo de eucaliptol (Sigma-Aldrich)
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Anexo 46. Andlise cromatogréfica por CG-FID do padrdo de a-terpineol (Sigma-Aldrich)
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Anexo 47. Anélise cromatogréafica por CG-FID do padréo de linalol (Sigma-Aldrich)
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Anexo 48. Analise cromatografica por CG-FID da série homoéloga de alcanos Cg-C,g (Sigma-Aldrich)
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Anexo 49. Andlise cromatografica por CG-FID da série homéloga de alcanos Cy;-Cyo (Sigma-Aldrich)
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Amostras de 0leo essencial de manjericao

Intensi

10000 =
] g <
] 3
75000
4
50000 -
] ]
o 3‘ |
. =
25000 g ?
] 8
1 i
j ssal Es s
O%L 1T 3% L 154
R
0 10 20

Anexo 50. Andlise cromatogréfica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da variedade
Sweet Italian Large Leaf submetidas ao tratamento sem suprimento de N com a co-injecdo dos
padrdes de alcanos
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Anexo 51. Anélise cromatografica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet
Italian Large Leaf submetidas ao suprimento com 50 Kg N.ha' de nitrato com a co-injecdo dos
padrdes de alcanos
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Anexo 52. Analise cromatografica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet

Italian Large Leaf submetidas ao suprimento com 100 Kg N.ha™ de nitrato com a co-injecdo dos
padrdes de alcanos
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Anexo 53. Analise cromatografica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet
Italian Large Leaf submetidas ao suprimento com 50 Kg N.ha™ de nitrato de amdnio com a co-injego
dos padrdes de alcanos
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Anexo 54. Analise cromatografica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet
Italian Large Leaf submetidas ao suprimento com 100 Kg N.ha® de nitrato de aménio com a co-
injecdo dos padrdes de alcanos
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Anexo 55. Andlise cromatogréfica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet
Italian Large Leaf submetidas ao suprimento com 50 Kg N.ha® de aménio com a co-injecdo dos
padrdes de alcanos
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Anexo 56. Analise cromatogréfica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da variedade Sweet

Italian Large Leaf submetidas ao suprimento com 100 Kg N.ha™ de amdnio com a co-injecdo dos
padrdes de alcanos
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Anexo 57. Analise cromatografica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da cultivar Maria
Bonita submetida ao tratamento sem suprimento de N com a co-inje¢éo dos padrdes de alcanos
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Anexo 58. Analise cromatografica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da Cultivar Maria
Bonita submetida ao suprimento com 50 Kg N.ha™ de nitrato com a co-injecéo dos padrdes de alcanos
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Anexo 59. Anélise cromatogréafica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da Cultivar Maria

Bonita submetida ao suprimento com 100 Kg N.ha™ de nitrato com a co-injecdo dos padrdes de
alcanos
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Anexo 60. Analise cromatografica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da Cultivar Maria

Bonita submetida ao suprimento com 50 Kg N.ha™ de nitrato de aménio com a co-injecio dos padrdes
de alcanos
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Anexo 61. Analise cromatografica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da Cultivar Maria
Bonita submetida ao suprimento com 100 Kg N.ha' de nitrato de aménio com a co-injecdo dos
padrdes de alcanos
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Anexo 62. Analise cromatogréafica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da Cultivar Maria
Bonita submetida ao suprimento com 50 Kg N.ha™ de amdnio com a co-injecéo dos padrdes de alcanos
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Anexo 63. Analise cromatogréafica por CG-FID dos componentes do 6leo essencial da Cultivar Maria

Bonita submetida ao suprimento com 100 Kg N.ha™ de aménio com a co-injecdo dos padrdes de
alcanos

237



Anexo C — Eletromicrografias de microscopia eletronica de varredura

X3,500  5pm

X3,500 5um X2,500 10pm

Anexo 64. Imagens de microscopio eletronico de varredura no fungo Rhizoctonia solani com
aplicacdo de 6 mg.mL™ de linalol. A e B: Observacdes no segundo dia de experimento. C e D:
Observagdes no quarto dia de experimento
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X1,100  10pm X800  20pm

Anexo 65. Imagens em microscépia eletrénica de varredura do fungo Fusarium oxysporum com
aplicacdo de 6 mg.mL™ de linalol. A e B: observacdes obtidas no segundo dia de experimento. C e D:
observac@es obtidas no quarto e sexto dia de experimento, respectivamente.
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Anexo 66. Imagens de microscopia eletronica de varredura do fungo Sacharomyces cerevisae. A e C:
aplicacdo de 0,5 mg.mL™ de 6leo essencial, Be D: aplicacdo de 2,0 mg.mL™ de 6leo essencial, E:
aplicacdo de 6,0 mg.mL™ de 6leo essencial e F: aplicacdo de 6,0 mg.mL™ de linalol
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