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EFEITO DE ELICITORES ABIOTICOS NA REGULACAO DO CRESCIMENTO E
BIOSSINTESE DE COMPOSTOS FENOLICOS
EM MANJERICAO (O. basilicum L.).

RESUMO GERAL

O Ocimum basilicum L. € uma planta aromatica medicinal com uma gama de
compostos ativos, com propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antivirais. A
elicitacdo, estimulacdo da defesa vegetal, tem sido uma técnica estudada para
promover o aumento da producdo de metabdlitos secundarios, principalmente os
compostos ativos de maior interesse comercial. Portanto este trabalho teve como
objetivos: i) avaliar os efeitos de metais, aluminio, chumbo e cadmio, na biossintese
de compostos fendlicos e na massa seca de Ocimum basilicum L. cultivadas em
sistema hidropdnico, e ii) verificar a influéncia da aplicagdo de diferentes
concentragbes de acido giberélico (GAs) nas caracteristicas agronémicas, e na
biossintese de compostos fendlicos de O. basilicum L.. No artigo 1, as plantas foram
submetidas a quatro diferentes concentracdes de cadmio (0,2, 0,6, 1,2 e 1,8 mmol
L-1), chumbo e aluminio (0,04, 0,08, 0,12 e 0,16 mmol L), e comparadas com o
controle. Os resultados demonstraram que O. basilicum L. pode ser sensivel ao
aluminio, e moderadamente tolerante a adicdo de diferentes concentracfes de
chumbo e cadmio, quando cultivadas em sistema hidropbnico. A adicdo dos
elementos potencialmente téxicos as solugcdes hidropbnicas afetaram
negativamente o crescimento, e a produtividade da planta. Os metais chumbo e
cadmio induziram um aumento na biossintese de &cidos fendlicos, principalmente
0 acido rosmarinico, que apresentou teor quatro vezes maior que o acido cafeico.
No artigo 2, o manjericéo foi submetido a aplicagdo exdgena de 0, 50, 100, 150 e
200 mg L' de GAs, pulverizadas manualmente nas folhas a cada dez dias.
Conforme os resultados obtidos conclui-se que a aplicacdo de concentragdes
crescentes de GAs em O. basilicum cv. Grecco a Palla, cultivadas em vasos sob
ambiente de casa de vegetacdo, favoreceu o alongamento da parte aérea, e 0
florescimento precoce, aumentando a biomassa de paniculas florais. Em
contrapartida reduziu a biomassa do sistema radicular e das folhas, e diminui a
area foliar do manjericdo. Ressalte-se ainda que n&o houve diferenca significativa
entre as diferentes concentragfes de GAs, em relagdo ao conteudo de compostos
fendlicos dos extratos hidroetandlicos de manjericao.

Palavras-chave: acido giberélico, aluminio, cadmio, chumbo, compostos fendlicos,
manjericéo.



EFFECT OF ABIOTIC ELICITORS ON GROWTH REGULATION AND
BIOSYNTHESIS OF PHENOLIC COMPOUNDS
IN BASIL (O. basilicum L.).

GENERAL ABSTRACT

Ocimum basilicum L. is an aromatic medicinal plant with a range of active
compounds, with antioxidant, antimicrobial and antiviral properties. Elicitation,
stimulation of plant defense, has been a technique studied for promote the
increased production of secondary metabolites, mainly the active compounds of
greater commercial interest. Therefore, this work aimed to objectives: i) to evaluate
the effects of metals, aluminum, lead and cadmium, on biosynthesis of phenolic
compounds and the dry mass of Ocimum basilicum L. grown in hydroponic system,
and ii) verify the influence of the application of different concentrations of gibberellic
acid (GAs) on the agronomic characteristics, and on the biosynthesis of phenolic
compounds in O. basilicum L.. At article 1, the plants were subjected to four different
concentrations of cadmium (0.2, 0.6, 1.2 and 1.8 mmol L), lead and aluminum
(0.04, 0.08, 0.12 and 0.16 mmol L), and compared with the control. The results
demonstrated that O. basilicum L. can be sensitive to aluminum, and moderately
tolerant to the addition of different concentrations of lead and cadmium, when grown
in a hydroponic system. The addition of potentially toxic elements to the solutions
hydroponic negatively affected the growth, and productivity of the plant. The metals
lead and cadmium induced an increase in the biosynthesis phenolic acids,
especially rosmarinic acid, which was four times as higher greater than caffeic acid.
In article 2, basil was subjected to exogenous application of 0, 50, 100, 150 and 200
mg L of GAs, manually sprayed onto the leaves every ten days. According to the
results obtained, it can be concluded that the application of increasing
concentrations of GAs in O. basilicum cv. Grecco a Palla, grown in pots under a
greenhouse conditions, favored the elongation of the aerial part, and early flowering,
increasing the biomass of floral panicles. In contrast, it reduced the biomass of the
root system and of the leaves, and decreased the leaf area of basil. It should also
be emphasized that it does not there was significant difference between the different
concentrations of GAs, in concerning the content of phenolic compounds of the
hydroethanolic extracts of basil.

Keywords: gibberellic acid, aluminum, cadmium, lead, phenolic compounds, basil.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Importancia da familia Lamiaceae e da espécie Ocimum basilicum L.

As plantas da familia Lamiaceae sdo muito abundantes e apresentam
caracteristicas aroméaticas. No Brasil existem 32 géneros e aproximadamente 496
espécies nativas ou naturalizadas, e muitas dessas espécies podem ser
encontradas nas regides semiaridas. Dentre os géneros mais conhecidos podem-
se encontrar a Mentha, o Rosmarinus, a Salvia, o Origanum e o Ocimum (HARLEY,
2012; HASSANZADEH et al., 2011).

O género Ocimum é representado por mais de 150 espécies, que exibem
uma ampla diversidade fenotipica e genotipica e apresentam atividades biolégicas
com comprovada acao antioxidante (BAHCESULAR et al., 2020; ZANGENEH et
al., 2019; GUEZ et al., 2017), antibacteriana (KAYA, YIGIT, BENLI, 2008), e antiviral
(SAKR; AL-AMOUDI, 2012, CHIANG et al., 2005). O 6leo essencial presente nestas
plantas € o principal produto natural empregado nas industrias de aromas,
cosmeéticos, produtos farmacéuticos e aromaterapia (HASSANZADEH et al., 2011;
PATEL et al., 2016).

Estudos etnobotanicos demonstraram que alguns biopesticidas séao
derivados de plantas da familia Lamiaceae, como a lavanda, o alecrim, a salvia e
o tomilho. Além do mais, pesquisas cientificas evidenciaram o efeito pesticida de
extratos aquosos e Oleos essenciais de varias espécies de Ocimum
(CHOWDHARY et al., 2018).

A espécie Ocimum basilicum L. conhecida popularmente como alfavaca,
alfavaca-cheirosa ou manjericdo, é nativa da Asia tropical e foi introduzida no Brasil
pela coldnia italiana; atualmente € cultivada mundialmente em sistemas tradicionais
ou hidropénicos (LORENZI; MATOS, 2008). Esta espécie pode ser comercializada
fresca, seca, processada, como também nas formas de extratos e Oleo essencial
(SCAGEL et al., 2019). Esta erva aromatica € um importante ingrediente, que
confere aroma e sabores a aditivos alimentares, além de apresentar caracteristicas
terapéuticas a produtos farmacéuticos, industrialmente importantes (MOSADEGH
et al., 2018; TEOFILOVIC et al., 2017).

O manjericdo é um subarbusto aromatico anual e sua propagacao pode ser
via sementes ou estacas. Apresenta um caule ereto e galhos ramificados com altura

de 30 a 50 cm, folhas simples membranaceas com tamanho de 4 a 7 cm de


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kaya%20I%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yigit%20N%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Benli%20M%5BAuthor%5D
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comprimento e flores brancas reunidas em racemos terminais curtos (LORENZI,
MATOS, 2008). O 6leo essencial, secretado pelos tricomas glandulares, e 0 extrato
da planta séo ricos em metabdlitos especializados (ROCHA et al., 2020).

Na rota metabodlica secundaria do manjericdo sdo sintetizados varios
metabdlitos como polifendis, flavondides e terpenos (LEE; SCAGEL, 2009).
Analises histoquimicas e fitoquimicas demonstraram que os compostos fendlicos
concentram-se nos tricomas da nervura central, nos colénquimas (epiderme adaxial
do peciolo e caulinar) e, também, revelaram a presenca de flavonoides na raiz
(ROCHA et al., 2020).

Dentre os compostos fendlicos mais produzidos pelo manjericdo estdo os
acidos rosmarinico, caféico, caftarico e chicorico (FIGURA 1) (BURDUCEA et al.,
2019; KWEE; NIEMEYER, 2011). Contudo, a qualidade e quantidade destes
compostos fendlicos podem variar de acordo com a cultivar, parte da planta e
condi¢Oes de crescimento (BURDUCEA et al., 2019).

Figura 1. Estruturas quimicas dos acidos fendlicos: rosmarinico (A), cafeico (B),
caftarico (C) e chicérico (D).

A importancia econémica desta espécie esta relacionada a composicao
quimica, que apresenta varios componentes benéficos a saude humana, como
vitaminas, minerais, compostos fendlicos e flavondides (BAHCESULAR et al.,
2020; GUEZ et al., 2017; JAKOVLJEVIC, TOPUZOVIC, STANKOVIC, 2019,
ZHANG; TSAO, 2016). Estes compostos conferem a planta efeitos farmacoldgicos
como antioxidante, anti-inflamatorio (BAHCESULAR et al., 2020; ZANGENEH et
al., 2019; GUEZ et al., 2017), antienvelhecimento (GUEZ et al., 2017; RASUL,
AKHTAR, 2011), anticancer, antimicrobianos (KAYA, YIGIT, BENLI, 2008),


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kaya%20I%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yigit%20N%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Benli%20M%5BAuthor%5D
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antivirais (PERNA et al.,2022; SAKR; AL-AMOUDI, 2012, CHIANG et al., 2005),
dentre outros.

Estudos conduzidos com extrato etandlico do calo foliar e folhas de O.
basilicum, demonstraram que constituintes ativos das partes foliares cultivadas in
Vvivo e in vitro, podem apresentar propriedades medicinais na prevencdo de
doencas inflamatérias (AYE et al., 2019). Em outro trabalho atribuiram
propriedades curativas ao extrato aquoso de manjericdo, revelandouma notavel
atividade de cicatrizacdo, além de melhorias dos parametros histopatoldgicos e
bioquimicos nas feridas cutdneas de animais (ZANGENEH et al., 2019). O
manjericdo também apresentou um potencial gastroprotetor, ansiolitico,
antioxidante e anti-inflamatério em UGlceras gastricas provocadas por aspirina, em
camundongos (EL-GHFFAR et al., 2018).

Os beneficios dos extratos e 6leos do manjericdo vao além das atividades
medicinais, pois podem ser utilizados no controle de vetores de doencgas virais
provocadas por insetos como por exemplo: dengue, zika e chikungunya. Kalaivani
et al. (2012) demonstraram que extratos hidrodestilados de O. basilicum também
podem servir como agente larvicida natural, contra o vetor da dengue (Aedes
aegypti L.). O oleo essencial de O. basilicum apresentou potencial ovicida na
concentracdo de 0,1%, promovendo 100% de mortalidade de ovos do mosquito
causador da dengue (WARIKOO et al., 2011).

Os componentes ativos presentes no O. basilicum, também, trazem
beneficios no controle de insetos praga, reduzindo os danos as culturas e
minimizando os impactos ambientais. O potencial inseticida do 6leo essencial desta
espécie foi comprovada para Rhyzopertha dominica em arroz (LOPEZ;
JORDAN; PASCUAL-VILLALOBOS, 2008), Tribolium castaneum em gréos
armazenados (MISHRA; TRIPATHI; TRIPATHI, 2012), Acanthoscelides obtectus
Say em feijio (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2019), dentre outros. O O.
basilicum apresentou acéo de repeléncia de fémeas de Tuta absoluta Meyrick, e os
componentes associados ao 6leo essencial teve acdo ovicida contra essa
importante praga do tomateiro (YAROU et al., 2017).

A espécie O. basilicum tem sido objeto de investigacdo de diversos
pesquisadores, dada a sua importancia e seu potencial de exploragdo medicinal,
industrial e agricola. Contudo, os resultados sdo muito controversos em relacao a

biossintese dos metabolitos especializados em resposta as condi¢cdes abioticas,


https://www.researchgate.net/profile/Eman_Abd-El-Ghffar
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022474X08000222?via%3Dihub&!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022474X08000222?via%3Dihub&!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022474X08000222?via%3Dihub&!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022474X08000222?via%3Dihub&!

17

principalmente em relacdo a aplicacdo de reguladores vegetais (MURCIA et al.,
2017), e o cultivo em ambientes contaminados com elementos potencialmente
toxicos (ALI; KHAN; SAJAD, 2013; HAMEED et al., 2012).

1.2 Metabolitos especializados e seus beneficios para a planta e saude
humana

As reacdes bioquimicas realizadas por um organismo vivo pode ser
chamada de metabolismo. Diversas classes de compostos organicos sao
produzidas pelas plantas, dentre eles estdo os chamados metabdlitos primarios e
metabdlitos especializados ou secundarios (TAIZ et al., 2017, THIRUMURUGAN et
al., 2018).

Os acucares, acidos graxos, aminoacidos, lipideos e nucleotideos, assim
como as moléculas que sdo sintetizados a partir deles, como proteinas,
polissacarideos, dentre outros, sdo metabdlitos primarios produzidos por todas as
plantas. Eles estdo diretamente envolvidos nos processos de divisdo celular,
fotossintese, respiracdo e reproducédo (TAIZ et al., 2017).

Os metabodlitos especializados sao conhecidos como metabolitos
secundarios por serem derivados do metabolismo primario. Apesar de ndo estarem
diretamente relacionados aos processos de crescimento e desenvolvimento das
plantas, ocorre um equilibrio dindmico entre as atividades do metabolismo primario
e secundario, que sao influenciadas pelas diferentes fases de desenvolvimento da
planta, como também por pressbes do meio (KUMAR; GOEL, 2019;
THIRUMURUGAN et al., 2018). Estes compostos especializados desempenham
um papel importante em processos de adaptacao e defesa vegetal, atuando como
moléculas sinalizadoras em condigbes de interagBes ecologicas, simbiose,
competicao, dentre outros (TAIZ et al., 2017; THIRUMURUGAN et al., 2018).

Os metabdlitos especializados, na maioria das vezes, fazem parte de uma
das trés principais classes de moléculas: terpenos, alcaloides ou compostos
fendlicos. Os terpenos constituem a maior classe de metabdlitos secundarios, na
qual se destacam os monoterpenos, que estdo presentes em grande quantidade
na composicdo dos Oleos essenciais de plantas medicinais e aromaticas
(THIRUMURUGAN et al., 2018).

Os alcaloides, metabdlitos biossintetizados a partir dos aminoacidos,

apresentam como estrutura basica um grupo amina. Eles podem apresentar
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propriedades estimulantes, reguladoras, repelentes ou simplesmente ser um
produto de desintoxicacdo (THIRUMURUGAN et al., 2018).

Os polifendlicos representam o conjunto de metabdlitos especializados
mais importantes. Eles sao responsaveis por conferir aos alimentos cor e algumas
caracteristicas organolépticas especificas da planta (TAIZ et al., 2017).

A biossintese dos compostos bioativos pode ser influenciada por fatores
como a variabilidade genética intraespecifica, condicbes ambientais, épocas de
colheita e condicfes do solo, que modificam a quantidade e a qualidade dediversos
compostos. Portanto, estudos direcionados a implementagéo ou aprimoramento da
sistematica de producdo agricola de plantas medicinais e aromaticas e de seus
compostos bioativos, apresentam consideravel relevancia (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

A producao desses compostos bioativos aumenta a possibilidade de uma
espécie sobreviver através das diversas atividades biolégicas, como por exemplo,
acOes antibidticas, antifUngicas e antivirais na protecdo contra patdgenos.
Outrossim, podem apresentar atividades antigerminativas ou téxicas para outras
plantas daninhas e/ou culturas, que competem pela disponibilidade de &gua,
nutrientes e luz; ao tempo em que alguns destes compostos sao importantes na
absorcao da luz ultravioleta, evitando danos as diferentes partes da planta (LI et al.,
1993).

1.3 Definicéo, classificacao e funcao dos compostos fenélicos em plantas

Fendlicos sdo compostos que apresentam em sua estrutura quimica, um
anel aroméatico com um grupo hidroxila; j& os polifen6is possuem um ou mais
anéis aromaticos com mais de um grupo hidroxila (KUMAR; GOEL, 2019; ZHANG;
TSAO, 2016). Geralmente sdo encontrados em todo reino vegetal, mas também
podem ser especificos de uma espécie de planta (SOARES, 2002).

Os compostos fendlicos englobam uma gama de substéncias, e as mais
abundantes sdo os fenois simples, acidos fendlicos, flavondides, cumarinas,
estilbenos, taninos, lignanas e ligninas. Os fendlicos vegetais apresentam diversas
funcdes, mas o potencial antioxidante é essencial para grande parte das
propriedades biologicas e farmacoldgicas atribuidas as estruturas quimicas
especificas (KUMAR; GOEL, 2019).

A biossintese e 0 acumulo de antioxidantes ndo enzimaticos pelas plantas
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sdo respostas fitoquimicas, que atendem as necessidades fisioldgicas normais,
sequestrando espécies reativas de oxigénio (ERO) com o objetivo de evitar a
oxidacdo descontrolada de biomoléculas essenciais. Além disso protege contra o
ataque de patdégenos e pragas, como também ajuda na adaptacéo as condicdes
bidticas e abidticas do ambiente (KASOTE et al., 2015).

O efeito antioxidante caracteristico de vérias espécies de plantas é
fundamental na obtencéo e preservacao da boa saude, devido a direta relacdo com
0 oxigénio ativo e a peroxidacado lipidica (AHMED et al., 2019). Diversos
estudos experimentais afirmaram que vegetais ricos em compostos fenodlicos
contribuem para diminuigéo do risco de desenvolvimento de doengas cronicas néo
transmissiveis (DCNT), particularmente cancer, doencas cardiovasculares e
doencas neurodegenerativas (AYE et al., 2019, BAHCESULAR et al., 2020; GUEZ
et al., 2017; JAKOVLJEVIC et al., 2019, SAKR; AL-AMOUDI, 2012, ZHANG;
TSAO, 2016). Isto contribui para que os compostos fenélicos sejam foco de atencéo
e discussdo entre os profissionais das areas das ciéncias exatas e da terra,
bioldgicas, agrarias, da saude, e entre consumidores.

Ocimum basilicum esta dentre as plantas medicinais e aromaticas
cultivadas comercialmente que apresentam grande importancia econdmica
(LOUGHRIN; KASPERBAUER, 2001), e cuja concentracdo de fendlicos totais &
bem explorada em plantas dessa espécie (BURDUCEA et al., 2019). Esta espécie
€ rica em compostos fenélicos como os acidos, rosmarinico, cafeico, caftarico e
chicérico (Figura 1), que sdo caracterizados com alta atividade antioxidante
(BAHCESULAR et al., 2020).

Estes compostos estdo presentes em varias partes da planta, mas
guantidades significativas de compostos fendlicos sdo encontradas nas folhas,
caule e flores (ROCHA et al., 2020). No estudo com pés super finos de folhas de
O. basilicum foi detectada a presenca de trés acidos fendlicos (cafeico, rosmarinico
e ferdlico) e trés flavondides (rutina, isoquercetina e apigenina) (MOUSAVI et al.,
2019). Contudo varios pesquisadores observaram que o conteudo e a composi¢gao
dos 6leos essenciais, bem como a quantidade defendlicos do manjericdo, ndo sao
constantes (BAHCESULAR et al., 2020).

As condi¢cdes ambientais, tempo de colheita, estagio de desenvolvimento
da planta, condigcbes de armazenamento pos-colheita e processamento, podem

afetar, fortemente, a biossintese desses metabdlitos especializados
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(BAHCESULAR et al., 2020).

1.4 Elicitores e a biossintese de metabdlitos secundarios

A elicitacdo ou estimulo ativo (substancias que participem de vias
metabdlicas, principalmente como sinalizadoras) é um importante fator na
determinacdo da composicao quimica e atividade biolégica de plantas, inclusive as
medicinais (RADMAN et al.,, 2003). As plantas sdo dotadas de sensores e
receptores que ativam o sistema de defesa contra as adversidades do meio. Esse
sistema de defesa desencadeia uma série de reacdes fisiolégicas e morfoldgicas
(FIGURA 2), em resposta a fatores fisicos e quimicos conhecidos como ‘elicitores’
(THAKUR et al., 2019).

O elicitor pode ser fisico, quimico ou hormonal, contanto que promova
varios efeitos nas plantas como ativagéo e biossintese de metabdlitos secundarios.
A estimulacdo da producdo de substancias ativas, em resposta a condicdo de
estresse, € chamada de elicitacdo, ou seja, a biossintese induzida ou aperfeicoada
de metabdlitos em resposta a aplicacdo de pequenas quantidadesde elicitores
(NAIK; AL—KHAYRI, 2016; RADMAN et al., 2003).

Figura 2. Representacdo estilizada e esquematica da elicitacdo promovida pela
acao de herbovoria e fatores abiéticos. FONTE: HEATH et al., 2013
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Os elicitores podem ser divididos em bidticos e abioticos. Os bidticos sao
as substancias de origem bioloégica, como proteinas, carboidratos, rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas, fungos, hormonios e outros. E os abioticos
abrangem os fatores de origem nao biolégica como: elementos quimicos,
temperatura, luz, salinidade, condicao de seca, etc. (NAIK; AL— KHAYRI, 2016;
THAKUR et al., 2019).

O estresse e varios elicitores, podem favorecer a biossintese e/ou aumento
da producéo de metabdlitos especializados pela planta (AKULA; RAVISHANKAR,
2011). Diante desta afirmacao, a elicitacdo é reconhecida como a estratégia mais
viavel, quando comparada ao uso de plantas geneticamente modificadas, para
aumentar a produtividade de compostos secundarios desejaveis, a partir de células,
orgaos e sistemas de plantas. As plantas evoluiram seus processos de adaptacao
para responder a condi¢des ambientais atuais, através da grande engenharia de
sinalizagéo bioquimica induzida por elicitores, resultando numa resposta de defesa
na planta (CAICEDO-LOPEZ et al., 2021).

A utilizacdo de elicitores apresenta varios beneficios diretos para a
produtividade agricola, tais como reducéo de danos causados por microrganismos,
insetos praga e herbivoros; atracdo de insetos polinizadores e predadores das
pragas; reducdo de lesdes causadas por fatores ambientais. Também podem
promover o acumulo de compostos bioativos, que sdo usados como nutracéuticos
em humanos, com efeito positivo sobre a satde (CAICEDO- LOPEZ et al., 2021).

Dentre as dificuldades relacionadas ao uso de elicitores, pode se destacar
o controle das condi¢cdes ambientais, que podem expor as plantas a uma condi¢céo
de estresse, implicando na interac@o de varias respostas fisiologicas e metabolicas
da planta. Portanto, o uso de elicitores tem se restringido a ambientes controlados
(CAICEDO- LOPEZ et al., 2021).

Entretanto, pesquisas realizadas em campo onde ha condi¢bes adversas
de intensidade luminosa, ventos, pluviosidade, contato com polinizadores,
componentes bioldgicos, quimicos e fisicos do solo, etc., correspondem as
condicbes ambientais mais proximos aos existentes em cultivos comerciais de
plantas medicinais (SILVA, 2017). Porém, € importante saber as concentracdes de
elicitores, duracdo da exposicao, linhagem celular, composi¢cdo de nutrientes e
idade ou estagio da cultura, que podem favorecer o aumento da producdo de

biomassa e acumulo de metabdlitos especializados pelas plantas (NAIK; AL—
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KHAYRI, 2016).

Os metabdlitos especializados (0leos volateis, flavonoides, alcaldides,
glicosideos, taninos, resinas, etc.) sintetizados pelas plantas no processo de
adaptacao ao meio ambiente e as condicfes de estresse (AKULA; RAVISHANKAR,
2011), séo usados como nutracéuticos em humanos, com efeito positivo sobre a
salide (CAICEDO- LOPEZ et al., 2021). Assim, a elicitacéo reflete na melhoria da
producao dos metabdlitos especializados, e permite a exploracdo de uma nova area
de pesquisa que pode trazer beneficios econémicos significativos para a industria

farmacéutica, quimica e alimenticia (THAKUR et al., 2019).

1.4.1. Biossintese de compostos fendélicos sob condi¢cbes de estresse metélico

A modernizacdo nos setores urbanos e industriais, bem como praticas
inadequadas de producao agricola, ttm desencadeado a contaminagdo da agua,
do solo e do ar por elementos potencialmente téxicos. O estresse metélico afeta o
crescimento; as reacfes fotossintéticas; a absorcdo, transporte e metabolismo
dos nutrientes; além de promover outras alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e
morfolégicas (CHANDRASEKHAR; RAY, 2019; LAJAYER; GHORBANPOUR;
NIKABADI, 2017; LIU et al., 2018; VENKATACHALAM et al., 2017).

As plantas sintetizam metabolitos especializados em ambientes onde
existam metais no solo, entre outros fatores bidticos e abidticos (NASIM; DHIR,
2010), desencadeando diversas alteracdes fisiologicas (JALMI et al., 2018; LI et al.,
2013; MITHOFER; SCHULZE; BOLAND, 2004). Tais modificacdes acontecem de
forma direta e indireta, fazendo com que as plantas aumentem a producao de
compostos secundarios (LI et al., 2013; MITHOFER; SCHULZE;BOLAND, 2004).

O estresse por elementos potencialmente téxicos é descrito como o mais
prejudicial ao desenvolvimento das plantas, e também o responsavel por induzir o
aumento da biossintese dos compostos fendlicos (NASIM; DHIR, 2010; GILL,
2014). Alguns estudos demonstram que os poluentes metalicos (chumbo, aluminio
e cadmio) estdo entre os que apresentam boa persisténcia no solo e bioacumulacéo
nos organismos Vvivos, podendo ser facilmente inseridos na cadeia alimentar, e
portanto causar prejuizos a saude humana.

Concentragfes de Cd (5, 10, 15, 20 e 25 ppm) e Pb (100, 350, 750, 1000 e
1500 ppm) adicionadas no solo de cultivo do experimento executado em
laboratério, proporcionaram a reducdo dos pesos fresco e seco de O. basilicum
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(Youssef, 2020). Hatamian et al. (2019) observaram que mudas de Cercis

siliquastrum com um anode idade, irrigadas por dois anos com solu¢des Pb (15 ou

30 mg L_l) combinadas ou ndo com Cd (5 mg L_l), aumentou o numero de folhas
clorgticas e necroticas, reduziu a area foliar média, o crescimento de novos brotos,
e a taxa fotossintética.Os elementos Cd, Pb, cromo (Cr), cobre (Cu), e niquel (Ni)
adicionados a solucao nutritiva na concentracao de 100 uM, no cultivo hidropdnico
de Nicotiana alata L. causaram impactos negativos na fisiologia da planta,
pigmentos fotossintéticos, maior peroxidagéo lipidica, e teor de H202 (KHAN et al.,
2020).

Plantas de Lactuca sativa L. (alface) cultivadas em solu¢Bes nutritivas
contendo concentracdes de cadmio (3, 6 e 9 mmol L) tiveram o seu crescimento
atrofiado, mudancas morfoldgicas (plantas mais esféricas e de cor amarela), e
diminuicdo na massa da matéria seca das plantas (KOLAHI et al., 2019). Em
plantas de Physalis angulata L. o Al se concentrou em maior quantidade nas
raizes das plantas, o que resultou na reducdo de micronutrientes importantes
(calcio, magnésio, ferro e zinco), nas folhas (ABREU et al., 2021). Diante disso,
vem-se discutindo muito sobre o acumulo e a toxicidade dos metais nas plantas
(TIWARI; LATA, 2018; JALMI et al., 2018; AHMAD et al., 2018 a,b).

Varios estudos relatam a toxidez de plantas causada pelos metais aluminio
(Al), cddmio (Cd) e chumbo (Pb), mesmo em concentracdes micromolares, no meio
de cultivo. O aluminio afeta inicialmente o sistema radicular; o chumbo, devido a
sua baixa mobilidade, pode se concentrar nas raizes de plantas tolerantes; e, 0
cadmio é facilmente absorvido e translocado para as partes da planta, podendo,
desta forma, influenciar as reacbes metabdlicas. Contudo, essas reacfes de
toxicidade podem variar em relagdo ao tipo, mobilidade e translocagcdodo metal
para as partes da planta (CHANDRASEKHAR; RAY, 2019; KUMAR; PRASAD,
2018; LIU et al., 2018; MANQUIAN-CERDA et al., 2018;VENKATACHALAM et al.,
2017).

Plantas expostas a ambientes que apresentam elementos potencialmente
toxicos, podem sintetizar compostos com capacidade antioxidante, e promover o
acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (SINGH et al., 2015), resultando
no aumento da peroxidacdo lipidica e da atividade enzimatica (OVECKA; TAKAC,
2014). Dentre os metabdlicos sintetizados podem estar os compostos fendlicos e
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flavonoides, que sdo moléculas anfipaticas, que irdo atuar como quelantes dos
metais; em outros termos, eles irdo fixar os ions metalicos formando um complexo
solivel e ndo toxico, em resposta a exposicdo da planta a esses elementos
(PAWLAK- SPRADA et al., 2011).

As adaptacbes das plantas, inclusive as medicinais, em ambientes onde
existem metais no solo, podem variar conforme a influéncia de outros fatores,
incluindo a espécie de planta. Mentha arvensis L., nutridas com 0,059 zinco(Zn)/m3,
apresentaram um incremento na producdo de matéria seca, teores de Oleo
essencial e de mentol. Em contrapartida, as solu¢gdes nutritivas com
concentragdes deficientes e toxicas de Zn, diminuiram o rendimento da planta e
os teores de 6leo e mentol (MISRA, 1992). Resultado semelhante foi obtido por

Jezler e colaboradores (2015), na avaliacado dos efeitos de chumbo(Pb) e cadmo

(Cd), onde concentracdes crescentes de 8, 16, 32, 64 e 128 mg kg'1 nao foram
suficientes para afetar o crescimento e a producdo na composicdo do Oleo
essencial de M. arvensis.

O aumento das concentracdes/niveis dos metais cadmio e chumbo no solo
promovem uma reacao positiva nos teores de compostos ativos do 6leo essencial
de O. basilicum L. (FATTAHIA et al., 2019). Ghorbanpour et al. (2016), também,
obtiveram resultados positivos em relacdo ao crescimento, rendimento de 6leos
essenciais e dos compostos linalol e metil chavicol, quando se combinaram
diferentes niveis de cobre (Cu) e zinco (Zn).

Vérios estudos sobre o cultivo de manjericdo em solos contaminados com
metais potencialmente téxicos podem ser encontrados na literatura, demonstrando
o potencial fitoextrator e a translocacdo desses elementos para as partes da planta
(ALAMO-NOLE; SU, 2017; DINU et al., 2020; LAJAYER et al., 2017; SKRYPNIK;
NOVIKOVA; TOKUPOVA, 2019; ZAHEDIFAR et al., 2019; YOUSSEF, 2020).

O manjericdo apresenta baixo custo de producdo; alta producao de
biomassa (LAJAYER et al., 2017); maior captacdo/absorcdo de metais pelos
tecidos radiculares (DINU et al.,, 2020); aumento significativo de metabdlitos
especializados em condi¢cdes de estresse (LAJAYER et al., 2017); transferéncia da
guantidade de metais abaixo do indice aceitavel pela legislacao, durante o processo
de extracao por destilacdo a vapor (FATTAHI et al. 2019). Portanto o cultivo € uma

alternativa ecologicamente viavel, para remover (remediar) ou reduzir a
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concentragdo de poluentes metdlicos do ambiente, além de permitir ganhos
econdmicos com a producao de 6leo essencial (YOUSSEF, 2020).

Estudos explicam os efeitos positivos da elicitagcdo promovida pelos metais
no crescimento e rendimento de compostos bioativos; importantes fatores que
trazem beneficios econbmicos para as industrias de farmacos e aromatizantes
naturais (DOGIC et al., 2017; FATTAHIA et al., 2019; KORKMAZ et al., 2018;
PADASH et al., 2019). Portanto, pode-se correlacionar o estresse por metais com
a producao de substancias bioativas, devido a possivel acdo estimulante resultante
da elevacgéo dos teores destes substancias em seus tecidos (PAWLAK-SPRADA et
al., 2011).

Contudo as informacdes acerca da influéncia de fatores abidticos na
producéo de substancias ativas proveniente do cultivo hidropdnico de O. basilicum,
ainda é controversa. Sendo necessario aprofundar os estudos do comportamento
das plantas cultivadas em ambiente controlado, como no sistema hidroponico;
concentracbes limite de diferentes elementos quimicos, que favorecam o
desenvolvimento da planta, sem prejudicar o meio ambiente e a saude humana.
1.4.2. Respostas metabodlicas a aplicacdo exégena de reguladores de

crescimentode plantas (RCP)

Reguladores de crescimento de plantas (RCP) podem ser naturais ou
sintéticos. Os naturais sdo chamados de hormdnios ou fitohorménios e, atuam
como mensageiros quimicos, carreando sinais para tecidos-alvo especificos, com
0 objetivo de regular as respostas fisiolégicas, bioquimicas e/ou moleculares das
plantas, frente as condi¢cdes adversas do meio (NAIK; AL—-KHAYRI, 2016). Os
RCP—sintéticos sao conhecidos por estimular o crescimento e as atividades
biossintéticas e, como podem ser aplicados de forma exdgena, constituem mais
uma opc¢ao para regular a biossintese de compostos ativos economicamente
importantes (AHMAD et al., 2019).

Os principais reguladores de crescimento endégenos conhecidos sao:
auxinas (AlA), giberelinas (GA), citocininas, acido abscisico (ABA) e etileno (TAIZ
et al., 2017). Estas substancias influenciam na alocacao e particdo de fotossintatos,
gue sdo translocados para areas de metabolismo intenso ou 6rgdos de reserva
denominados dreno (FIGURA 3). A acdo contra a herbivoria, ataque de patégenos,

e condicdes abidticas podem alterar a alocacéo e a particdo de fotoassimilados
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(TAIZ et al., 2017).

Figura 3. Fungbes dos hormonios vegetais no ciclo de vida das plantas

(FONTE:https://planetabiologia.com/fitohormonios-hormonios-vegetais-resumo/).
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Alguns RCP como auxinas, giberelinas, citocininas, tem sido promissores
no estimulo do crescimento das plantas ou na reducao do estresse nao-biotico. A
concentracdo desses reguladores, estado fisiol6gico da planta e fatores ambientais
(como a luz e a disponibilidade de 4gua), podem promover o aumento da biomassa,
atravées da modulacdo e expansdo da parede celular mediante alteracdo do
aumento irreversivel do volume celular, auxiliando o processo de adaptacédo das
plantas e, reduzindo assim, os efeitos negativos (ROSTAMI; AZHDARPOOR,
2019).

Os RCP apresentam relevante papel na agricultura devido a promogéo de
acao especifica como o aumento da tolerancia ao estresse bibtico e abidtico,
adaptacdo morfolégica da planta as condicbes adversas do meio, melhoria da
produtividade dos constituintes economicamente importantes (RADEMACHER,
2015).

Segundo Lazzarini et al. (2019) os RCP atuam como moléculas
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sinalizadoras no metabolismo vegetal. Eles promovem respostas fisioldégicas que
desencadeiam uma série de alteracdes celulares, que regulam o crescimento e 0

desenvolvimento de 6rgdos ou tecidos. No estudo da organogénese in vitro e do

. - « ” -1
crescimento de mudas O. basilicum “genovese”, o tratamento com 0,2 mg L = de
benzilaminopurina (BAP) melhorou o nimero e o comprimento das gemas

radiculares, e foram obtidos um incremento na massa fresca e seca de raiz com o

uso de 0,3 mg. L BAP e 0,6 mg. L™ 4cido a-naftaleno acético (ANA) (TRETTEL
et al., 2019).

Estudos tém demonstrado que a utilizacdo de RCP, in vivo ou in vitro,
influenciam, quantitativamente na producdo de metabdlitos secundarios, podendo
ser eficiente na biossintese de compostos medicinais especificos, quando usados
sozinhos ou combinados a outros reguladores (JAMWAL; BHATTACHARYA; PURI,
2018). Esta afirmativa foi comprovada no trabalho de Lazzarini et al. (2019), onde
a combinacao de RCP afetou o crescimento, como também o nimero, conteudo e
perfil de compostos volateis de Lippia gracilis Schauer, cultivadas in vitro. Segundo
Monforta et al. (2018) a cultura de tecidos vegetais, sob suplementacéo de RCP no
meio, melhora a producéo de biomassa, como também influencia na biossintese de
constituintes volateis de mudas de O. basilicum.

Hamad et al. (2019) comprovou o efeito eliciador do GAz no cultivo de
Mentha piperita L., propiciando o incremento significativo do crescimento, das
atividades enzimaticas, dos atributos fotossintéticos, e melhorando assim os
rendimentos das substancias ativas de interesse comercial. A aplicacdo exdégena
do RCP, metil jasmonato (MeJa), também melhorou a biossintese e a atividade
antioxidante de fitoquimicos em Stevia rebaudiana Bertoni (LUCHO et al., 2019).

A utilizac&o de &cido abscisico (ABA) e GAz em videira cv. Malbec resultou
no aumento da biossintese de metabdlitos primarios e secundarios; mas o
tratamento com GA3z pode ter contribuido para o bloqueio da biossintese de
polifendis na planta, especialmente nos frutos (MURCIA et al., 2017).

Hazzoumi e colaboradores (2014) relataram variagdo do rendimento,
conteudo e faixa dos constituintes do 6leo essencial de Ocimum gratissimum L, a
partir da aplicacdo de acido giberélico (GA), acido indol 3-acético (IAA) e
benzilaminopurina (BAP).

Os RCP na maioria das vezes favorecem a regulacao dos processos ativos
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da planta, ajustando o metabolismo as condicbes adversas do meio
(RADEMACHER, 2015). Sendo desta forma, um importante recurso a ser utilizado
no processo de elicitacdo, com o objetivo de melhorar as caracteristicas

morfologicas e bioquimicas, bem como as propriedades medicinais das plantas.

1.4.3. Aplicacdo de acido giberélico em plantas (GAs), na regulacdo de metabdlitos

secundarios

As giberelinas (GA) foram reconhecidas, pela primeira vez em 1926, e
isoladas como produtos naturais no fungo Gibberella fujikuroi (chamado,
atualmente de Fusarium fujikuroi), na década de 1930. As GA compreendem um
grande numero de compostos, todos acidos tetraciclicos (quatro anéis)
diterpenoides, nos quais se destacam o GA1, GAs, GAs e GA7, por apresentarem
atividade bioldgica intrinseca (TAIZ et al., 2017).

As GA compreendem centenas de componentes que regulam o
crescimento e desenvolvimento de diferentes 6rgéos da planta como: germinacao
de sementes, transicdo e diferenciacdo dos 06rgdos responsaveis pelo
florescimento, desenvolvimento do fruto e, expresséo génica (RABIEI; BAHADOR,;
KORDROSTAMI, 2018; TAIZ et al., 2017).

Dentre as GA produzidas pelo fungo F. fujikuroi, o mais abundante é o acido
giberélico (GAs), que pode ser obtido comercialmente para uso horticulturale
agrondmico. A sua principal funcéo é a promocéo da divisdo e alongamento celular,
favorecendo o alongamento de entrends em plantulas anés (TAIZ et al, 2017).

Segundo TAIZ et al. (2017) a aplicacdo exdgena de GAs favorece o
afinamento do caule; promove a diminuicdo da area foliar e o clareamento da
pigmentacdo verde da folha; regula a transicdo da fase juvenil para a adulta,
resultando no florescimento precoce.

No estudo com plantas da espécie Mentha arvensis L., conhecida como
horteld, a aplicagdo exdgena de GAs afetou, consideravelmente, os atributos de
crescimento da planta, biomassa da planta e a produtividade do 6leo. Também,
foi observado o aumento da densidade, didmetro e numero total de tricomas
glandulares (estruturas secretoras especializadas que contém grande variedade
de terpenos) por folha (BOSE et al., 2013). Do mesmo modo, unidades de hortela-
pimenta (Mentha piperita L.) apresentaram uma melhoria nos atributos de

crescimento, nas atividades enziméaticas e fotossintéticas, como também, no
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contetido e composic¢do do 6leo essencial (AHMAD et al., 2019).

Rabiei e colaboradores (2018) confirmaram a eficiéncia da aplicacéo
exogena de &cido giberélico (GAz) em Thymus vulgaris (tomilho), na distenséo do
internddio, na expressao de genes de monoterpeno e, na producdo e aumento de
monoterpenos, especialmente na concentracdo de 60 ppm de GAs. Outra planta
da familia Lamiaceae (Ajuga integrifolia Buch. Ham. ex D.Don), também,
apresentou uma resposta positiva, em relagdo ao aumento de biomassa com
aplicacdo de GAs. Contudo o teor de compostos bioativos e suas respectivas
atividades biolégicas foram mais promissoras com a aplicagdo do acido salicilico
(ABBASI et al., 2020).

A aplicacéo foliar de 5 e 10 ppm de GAz em amora-preta Jumbo favoreceu
o incremento na acidez, no teor de sélidos soltveis (SSC), na atividade antioxidante
total e, no teor de fendlicos e flavondides totais dos frutos (COLAK, 2018).

Pulverizagbes de 100 e 200 ppm de GAs em manjericdo, realizadas 30 e
60 dias apoés o transplantio, resultou na melhoria das caracteristicas morfolégicas
da planta (altura, niumero de folhas, area foliar ebiomassa), como também, no
conteudo dos componentes ativos, incluindo fendis totais, flavonas totais e acido L-
ascorbico, resultando no aumento do teor e rendimento do 6leo essencial (ABDEL-
HAMID, 2020).

Recentemente, o GAz tem sido investigado por diversos pesquisadores, e
0s mesmos tem comprovado a eficiéncia deste RCP na melhoria do metabolismo
primario e secundario, como por exemplo, aumento do crescimento e absor¢édo de
nutrientes em Salvia officinalis (MOREIRA et al., 2022); melhoria do teor dos
compostos bioativos de Fragaria spp. (GUNDOGDU et al., 2021); acumulo de
biomassa estimulando o crescimento da parte aérea de Ajuga integrifolia (ABBASI
et al., 2020); promocédo do crescimento e desenvolvimento das mudas de O.
basilicum (CASTRO et al., 2020), como também incremento do desenvolvimento
e das atividades metabdlicas de plantas da mesma espécie (FERNANDES; DAVID,
2019).

Portanto, a elicitacdo por meio da aplicacdo exdégena de GAs, tem sido uma
técnica adequada para regular o crescimento, desenvolvimento e a biossintese de
metabolitos especializados em plantas de manjericdo. Contudo vale ressaltar,

gueos resultados apresentados nas pesquisas sao controversos, devido as
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influénciasdas condic¢des bidticas e abidticas do ambiente de cultivo. Desta forma,
faz-se necessario desenvolver estudos que complementem as informacgfes
existentes, para compreender o efeito de diferentes concentracbes de &acido
giberélico (GAs), nas caracteristicas agrondmicas e na biossintese de compostos
fendlicos e flavonoides totais de plantas de Ocimum basilicum L., cultivadas em

ambiente de casa de vegetacao.
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Caracteristicas agronémicas no cultivo de Ocimum basilicum L. em resposta
a aplicacao de acido giberélico e relacdo com a biossintese de compostos
fendlicos
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Caracteristicas agronémicas no cultivo de Ocimum basilicum L. em resposta
a aplicacédo de acido giberélico e relacdo com a biossintese de compostos
fendlicos

RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da aplicacdo de diferentes
concentragdes de acido giberélico (GAs) nas caracteristicas agronémicas, e na
biossintese de compostos fendlicos de Ocimum basilicum L.. As plantas foram
submetidas as concentracGes de 0, 50, 100, 150 e 200 mg L de GAs, aplicadas
via foliar a cada 10 dias, totalizando cinco aplicagdes. O experimento foiconduzido
em casa de vegetacdo situada no Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e
Biologicas (CCAAB), da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, Campus de
Cruz das Almas, Bahia-Brasil. As mudas foram produzidas em marco de 2019, a
partir de sementes de O. basilicum cv. Grecco a Palla; e o periodo de cultivo apds
o transplantio foi de abril a junho de 2019. Noventa dias ap0s a semeadura foi
realizada a colheita das plantas. As variaveis avaliadas foram: altura de plantas,
didmetro do caule, numero de internédios, nimero de inflorescéncias, area foliar,
massas fresca e seca de raizes, folhas, e flores, fendlicos totais, e flavonoides
totais. As andlises dos compostos ativos se deu a partir extratos hidroetanolicos
(43% agua destilada e etanol 57%) do material vegetal seco, extraidos via
ultrassom, e determinacéo por espectrofotometria. Os dados foram submetidos as
analises de variancia e multivariada (analise de componentes principais-ACP e
analise hierarquica de clusters-AHC), e correlacdo de Pearson para associacdo de
dados. Conforme os resultados obtidos conclui-se que a aplicacdo de
concentracbes crescentes de GAsz, favoreceu o alongamento da parte area e o
florescimento precoce, aumentando a biomassa de inflorescéncias de plantas de
O. basilicum. Em contrapartida reduziu a biomassa do sistema radicular e das
folhas, e diminui a area foliar do manjericdo cultivado em vaso, sob ambiente de
casa de vegetacdo. em relagdo ao conteudo de compostos fendlicos dos extratos
hidroetanélicos de manjericao, ndo houve diferencga significativa entre as diferentes
concentragdes de GAs avaliadas neste estudo.

Palavras-chave: 4&cido giberélico, compostos bioativos, crescimento,
florescimento, manjericéo.
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Agronomic characteristics in the cultivation of Ocimum basilicum L. in
response to gibberellic acid application and relationship with the
biosynthesis of phenolic compounds.

ABSTRACT

The objective of this study was to verify the influence of the application of different
concentrations of gibberellic acid (GAs) on agronomic characteristics, and on
biosynthesis of phenolic compounds from Ocimum basilicum L.. The plants were
subjected to concentrations of 0, 50, 100, 150 and 200 mg L™ of GAs, applied foliarly
every 10 days, for a total of five applications. The experiment was conducted in a
greenhouse located in the Center for Agricultural Sciences, Environmental and
Biological (CCAAB), of the Federal University of the Recéncavo da Bahia, Cruz das
Almas Campus, Bahia-Brazil. The seedlings were produced in March 2019, from
seeds of O. basilicum cv. Grecco a Palla; and the growing period after transplanting
was from April to June 2019. Ninety days after sowing, the plants were harvested.
The variables evaluated were: plant height, stem diameter, number of internodes,
number of inflorescences, leaf area, fresh and dry masses of roots, leaves, and
flowers, total phenolics, and total flavonoids. The analysis of the active compounds
was from hydroethanolic extracts (43% distilled water and 57% ethanol) of the dry
plant material, extracted ultrasonically, and determination by spectrophotometry.
The data were submitted to analysis of variance and multivariate analysis (principal
component analysis-PCA and hierarchical analysis of clusters-HCA), and Pearson's
correlation for data association. According to the results obtained lead to the
conclusion that the application of increasing concentrations of GAs favored the
elongation of the leaf area and early flowering, increasing the biomass of
inflorescences of O. basilicum plants. At in contrast, it reduced the biomass of the
root system and leaves, and decreased the leaf area of basil grown in pots, grown
in pots under greenhouse conditions. In relation to the content of phenolic
compounds of the hydroethanolic extracts of basil, there was no significant
difference between the different concentrations of GAs evaluated in this study.

Keywords: gibberellic acid, bioactive compounds, growth, flowering, basil.
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1. INTRODUCAO

A espécie Ocimum basilicum L., pertencente a familia Lamiaceae, é um
subarbusto aromatico e medicinal (CHIANG et al., 2005; HASSANZADEH et al.,
2011) conhecida popularmente como alfavaca, alfavaca-cheirosa ou manjericao, é
nativa da Asia tropical e foi introduzida no Brasil pela colonia italiana (SCAGEL et
al., 2019).

O manjericdo € um importante ingrediente utilizado na alimentacdo e na
indUstria de aditivos alimentares que confere aroma e sabor aos produtos
(MOSADEGH et al., 2018; TEOFILOVIC et al., 2017). Seu 6leo essencial é o
principal produto natural empregado nas industrias de aromas, cosméticos,
produtos farmacéuticos e terapéuticos (HASSANZADEH et al., 2011; PATEL et
al., 2016).

O extrato e o Oleo essencial da planta apresentam componentes ativos
com agdes antioxidante e anti-inflamatdria (AYE et al., 2019; GUEZ et al., 2017;
SAKR; AL-AMOUDI, 2012), antimicrobiana (BOZIN et al., 2006), larvicida natural
contra o Aedes aegypti L. (KALAIVANI et al., 2012; WARIKOO et al, 2011) e
inseticida contra Acanthoscelides obtectus Say (RODRIGUEZ- GONZALEZ et al.,
2019), dentre outros beneficios a saude humana, animal e de plantas.

Dentre os componentes ativos mais presentes no manjericdo, os que tém
acao antioxidante bem conhecida, sdo os polifenodis e os flavonoides (GUEZ et all.,
2017). Esses compostos fendlicos revertem os efeitos de agentes altamente
oxidantes, como o perdéxido de hidrogénio (GUEZ et al., 2017), o que traz beneficios
a saude de acordo com o compartimento celular ou tecido de atuagéo, ou de forma
sistémica, apds sua absorgao.

A espécie em estudo, cultivada em condi¢cdes adequadas, propicia alta
produtividade, o que favorece a extracao do 6leo essencial das partes aéreas da
planta (caule, folhas e flores) (ABDEL-HAMID, 2020; TREVISAN et al., 2006).
Portanto, o crescimento vegetativo, a idade e a variacdo do numero de folhas por
ramo lateral dessas plantas tornam-se 0s principais determinantes fisiol6gicos da
producado de 6leo e sua qualidade (BOSE et al., 2013). Contudo a biossintese dos
componentes ativos da planta é resultante das atividades do metabolismo primario
e secundario, que sdo influenciadas pelas diferentes fases de crescimento e

desenvolvimento da planta, como também por pressdes do meio (KUMAR; GOEL,
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2019; THIRUMURUGAN etal., 2018).

A elicitacdo, biossintese induzida de metabdlitos em resposta a aplicacao
de pequenas quantidades de elicitores (NAIK; AL—KHAYRI, 2016; RADMAN et al.,
2003), € o0 meio mais viavel para aumentar a biossintese de compostos secundarios
desejaveis, a partir da utilizacdo de pequena quantidade do elicitor (RADMAN et
al., 2003). Entretanto, é importante saber as concentracdes de elicitores, duracéo
da exposicdo, gendtipo, estado nutricional, e idade ou estagio da cultura, que
podem favorecer o aumento da producao de biomassa e acumulo de metabdlitos
especializados pelas plantas (NAIK; AL—KHAYRI, 2016).

Diferentes estratégias tém sido estudadas, com o objetivo de melhorar a
producdo de metabdlitos especializados em O. basilicum (JAMWAL et al., 2018).
Alguns reguladores de crescimento de plantas (RCP) como o &cido giberélico
(ABDEL-HAMID, 2020), citocininas (TRETTEL et al, 2019), &cido 1-
naftalenoacético (MONFORT et al., 2018), acido jasménico (ZLOTEK et al., 2016),
dentre outros, tém sido promissores no estimulo do crescimento das plantas ou na
reducdo dos estresses abidticos (ROSTAMI; AZHDARPOOR, 2019).

A utilizacdo de RCP, in vivo ou in vitro, tem influenciado quantitativamente
a producdo de metabdlitos especializados (JAMWAL; BHATTACHARYA; PURI,
2018), constituindo uma boa escolha para aumentar a quantidade de subprodutos
economicamente importantes para o manjericdo (AHMED et al., 2019).

As giberelinas (GA) influenciam a germinacdo de sementes, alongamento
de caule, expansédo de folhas, tricomas e iniciacdo floral, além de contribuir no
florescimento e frutificacao das plantas (YAMAGUCHI, 2008). Dentre as giberelinas
(GA) produzidas pelo fungo F. fujikuroi, a mais abundante é o acido giberélico
(GA3), que pode ser obtido comercialmente para uso agronémico (TAIZ et al, 2017).

O GAsz é aplicado em diversas culturas para multiplas finalidades, por
exemplo, no aumento do crescimento e absor¢éo de nutrientes em Salvia officinalis
(MOREIRA et al., 2022); na melhoria do teor dos compostos bioativosde morango
(GUNDOGDU et al., 2021); no acumulo de biomassa estimulando o crescimento da
parte aérea de Ajuga integrifélia (ABBASI et al.,, 2020); na promocdo do
crescimento e desenvolvimento das mudas de O. basilicum (CASTRO et al.,
2020), como também no incremento do desenvolvimento e das atividades
metabdlicas de plantas da mesma espécie (FERNANDES; DAVID,2019).
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A aplicacdo exodgena de GAs em plantas da espécie Mentha arvensis L.,
afetou positivamente os atributos morfolégicos como: crescimento da planta;
densidade, diametro e nimero total de tricomas glandulares (estruturas secretoras
especializadas que contém grande variedade de terpenos) por folha; além do
incremento na produtividade do 6leo essencial (BOSE et al., 2013).Resultados
semelhantes também foram observados em hortela-pimenta (Mentha piperita L.),
onde ocorreu aumento no crescimento de plantas, das atividades enziméticas e
fotossintéticas, como também, incremento no teor e variacdo da composi¢ao do
oleo essencial (AHMAD et al., 2019).

Em plantas de manjericdo, a aplicacdo exdégena de GAs resultou na
melhoria das caracteristicas morfologicas da planta (altura, nimero de folhas,
area foliar e biomassa), como também, no contelddo dos componentes ativos,
incluindo fendis totais, flavonas totais e acido L-ascorbico, resultando no aumento
do teor e rendimento do 6leo essencial (ABDEL-HAMID, 2020).

A elicitacao por meio da aplicacdo exdgena de GAs, tem sido investigada
como uma técnica adequada para regular o crescimento, desenvolvimento e a
biossintese de metabdlitos especializados em plantas de manjericdo. Contudo vale
ressaltar, que os resultados apresentados nas pesquisas sdo controversos, devido
as influéncias das condi¢cBes bidticas e abidticas durante o cultivo. Desta forma,
ainda nao foi indicada uma faixa de concentracao ideal de GAs, que melhorasse 0
desempenho e favorecesse o aumento dos rendimentos da planta.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo verificar a
influéncia da aplicacdo exdégeno de diferentes concentracdes de acido giberélico
(GA3) nas caracteristicas agrondmicas, e na biossintese de compostos fenolicos e
flavonoides totais de plantas de Ocimum basilicum L., cultivadas na regido do

recOncavo da Bahia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes e solventes
A solucédo estoque de fendlicos (100 mg L'l) foi preparada em metanol e
agua (1:1). A solucdo estoque foi diluida para preparar solugcbes padrdo em

diferentes concentracoes.
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2.2. Material vegetal e tratamentos

As sementes para producdo das mudas de O. basilicum foram da cultivar
Grecco a Palla, marca ISLA PAK (ISLA, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil).
A semeadura foi realizada no dia 18 de marco de 2019, em copinhos descartaveis
de polietileno com capacidade de 80 mL, contendo substrato comercial para
produgcdo de mudas, regadas diariamente, e mantidas em ambiente de casa de
vegetacdo localizada no Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas
(CCAAB), da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Campus de Cruz das
Almas, Bahia-Brasil (12°40’19” S, 39°06’23” O, altitude 220m).

A germinacéo iniciou trés dias apds a semeadura (DAS). Apés 30 DAS
foram transplantadas duas mudas mais vigorosas para vasos de 5L, contendo uma
mistura de solo areia e esterco curtido, na proporcao 2:1:1, cuja analise quimica
foi realizada no Laborat6rio de Solos e Nutricdo de Plantas da Embrapa Mandioca
e Fruticultura, localizado em Cruz das Almas-BA (TABELA 1). Passados oito dias

do transplantio, foi realizado o desbaste deixando apenas uma muda por vaso.

Tabela 1. Analise quimica de solo realizada no Laboratério de Solos e Nutricdode
Plantas da Embrapa Mandioca e Fruticultura - Cruz das Almas/BA.

Resultados Analiticos — Fertilidade Macronutrientes Micronutrientes
CA+
pH p K Ca Mg Mg Al Na H+Al  SB cc v MO Cu Fe Zn Mn
Em Em meg/
o le/dm* % gk
dgua  CaCl, dm? cmol./dm 6 glke mg/kg
55 - 5 0is 171 078 249 00 003 264 267 531 50 140

Durante o periodo de cultivo das plantas (18/04/19 a 14/06/19) a
temperatura média variou de 20 a 29,4° C; a umidade média ficou entre 53,5 e
87,8%, as chuvas acumuladas variaram entre 53 e 66,6 mm, conforme dadosda
estacdo meteorologica de Cruz das Almas-BA registrados no site do Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET, 2022). Nos primeiros trinta dias as plantas foram
irrigadas, com regador, duas vezes ao dia (manha e tarde). ApGs esse periodo
as plantas foram irrigadas manualmente até a capacidade de campo, uma vez ao
dia, até o final do experimento.

Nove dias apds o transplantio as plantas foram submetidas a cinco
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tratamentos com acido giberélico (GAs), marca INLAB Confiaca (Alamar Tecno-
Cientifica Ltda, Diadema, S&o Paulo, Brasil) aplicados a cada “10 dias”, totalizando
cinco aplicagbes. Os tratamentos consistiram em:
T1- testemunha (agua)
T2- de acido giberélico (GAs) a 50 mg L™
T3- de acido giberélico (GAs) a 100 mg L*
T4- de acido giberélico (GAs) a 150 mg L*
T5- de acido giberélico (GAs) a 200 mg L*

As concentragbes de GAz foram diluidas em agua destilada, sendo
acrescentado as solucées um espalhante adesivo nédo iénico (alquil-poligligol- eter),

produto comercial Adesil (NUFARM Industria Quimica e Farmacéutica S/A,

Maracanau, Ceara, Brasil), na concentracdo de 0,5 ml L™" de solucédo. As
pulverizagdes via foliar foram realizadas com pulverizador manual de 2 L, marca
Palisad, com presséo do jato de 2,8 atm. Foram realizadas cinco aplicacdes dos
tratamentos estudados com intervalos de dez dias, e o volume de aplicacéo foi o
suficiente para molhar as folhas.

Trinta, quarenta e cinquenta dias apoés transplantio foi realizado o manejo
adequado conforme o recomendado para espécie. Noventa dias apos a semeadura
foi realizada a colheita das plantas, que ocorreu sete dias apoés a ultima aplicagéo
das solucdes de GAs, onde as partes colhidas foram separadas em raiz, caule,
folhas e flores.

As avaliacdes das caracteristicas fisicas e quimicas consistiram em: altura
de plantas (ALT), diametro do caule (DC), numero de internédios (NI), nimero de
paniculas florais (NPF), area foliar (AF), massa fresca de raizes (MFR), massa
fresca de folhas (MFF), massa fresca de flores (MFFLO), massa seca de raizes
(MSR), massa seca de folhas (MSF), massa seca de flores (MSFLO) e teores de

fendlicos totais (FEN) e flavonoides totais (FLAV).

2.3. Altura de plantas

Realizado ao final do experimento, onde foi mensurando o comprimento
total das plantas, tomando-se a medida do colo da planta até o apice foliar, com o
auxilio de uma trena. Os comprimentos médios das plantas foram obtidos somando

as medidas das plantas de cada parcela experimental, e dividindo a seguir, pelo
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namero de plantas de cada parcela. Os resultados foram expressos em cm/planta,
considerando duas casas decimais.

2.4. Diametro do caule
Com o auxilio de um paquimetro digital mediu-se o diametro do caule (mm)
da planta, a partir do primeiro internodio (FIGURA 1), posicionando o paquimetro

horizontalmente no sentido do maior diametro (CASTILHO et al., 2014).

Figura 1. Medicdo do diametro do caule de O. basilicum.
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2.5. Namero de internédios
Na colheita as plantas foram separadas em parte aérea e raizes, retirou-se
as folhas e inflorescéncias da parte aérea e foram contados o niumero de ramos

secundarios.

2.6. Numero de paniculas florais

No momento da colheita foram retiradas as inflorescéncias de cada planta
para realizar a contagem. Posteriormente calculou-se a média da soma da parcela
experimental, obtendo assim o nimero de inflorescéncias referente as repeticées

de cada tratamento.
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2.7. Massas da matéria fresca das partes da planta
As plantas foram cuidadosamente retiradas dos vasos e, em seguida, foram
separadas em raizes, caule, folhas e flores. As raizes foram lavadas e secas com
papel toalha, em seguida aferiu-se o peso fresco utilizando uma balanca digital
com precisdo deum grama. Utilizando a mesma balanga, procedeu-se com a

pesagem das massas fresca do caule, folhas e inflorescéncias de cada planta.

2.8. Area foliar

A érea foliar foi determinada a partir do método das dimensdes lineares,
obtendo-se o comprimento e a largura maxima da folha com a utilizacdo de uma
régua milimetrada. A estimativa da area foliar foi calculada a partir da aplicacao
da equacao abaixo, multiplicando o comprimento (C) pela largura méaxima (L) e por
um coeficiente, denominado fator de corregéo (FC) (MARTINS, 2016).

AF = L*C*0,67
Em que: AF — Area Foliar (cm?)
C — Comprimento da folha (cm)L — Largura da folha (cm)

FC — Fator de correcao (adimensional)

Para obter os resultados da AF foram medidas 30 folhas, escolhidas
aleatoriamente de cada terco da planta, de cada unidade que compds a parcela
experimental. A média de cada repeticdo foi obtida a partir da somatéria das
medidas obtidas das amostras de folhas das plantas da parcela, dividida pelo
namero de plantas que compds a parcela experimental (PEIXOTO et al., 2018;
ALMEIDA et al., 2011).

2.9. Massas da matéria seca das partes da planta

As raizes, caules, folhas e inflorescéncias frescas de manjericao foram
colocadas em sacos de papel kraft, idenficados com os tratamentos e repeticdes,
e levadas para secar em estufa de circulagdo forgcada de ar regulada a 65°C +
2°C, por 72 horas, até obter peso constante. Em seguida, as massas da matéria
seca das raizes, caule, folhas, e inflorescéncias foram determinadas em uma

balanca semi-analitica, a partir da qual foi calculada a massa seca correspondentes
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aos tratamentos.

2.10. Prepara dos extratos hidroetanélicos de manjericao

O preparo do material vegetal se deu a partir da separacdo de amostras de
folhas e inflorescéncias que foram acondicionadas em sacos de papel kraft e secas,
em estufa de circulacdo forcada de ar, a 40°C por 72 h. Posteriormente estas
amostras foram trituradas em liquidificador, acondicionado em sacos de
polipropileno adesivo, idenficados com os tratamentos e repeticdes, e
armazenados em local seco sob condi¢cfes de ambiente.

O material vegetal seco (0,2 g) foi pesado e colocado em tubos de ensaio,
com 5 mL da solucao extratora hidroetanolica composta por 43% de agua destilada
e 57% de etanol (MOREIRA, DIAS, 2018). Os tubos de ensaio foram imersos em
um banho ultrassénico S10HElmasonic (Elma®, Medford, New York, Estados
Unidos), e sonicados por 10 minutos a 40°C + 2°C (MOREIRA, DIAS, 2018). Ap6s
a decantacdo das amostras sonicadas, as mesmas foram levadas para centrifuga
(TECNAL®, Piracicaba, Sado Paulo, Brasil). Em seguida foram retiradas amostras
do extrato hidroetandlico, que foram acondicionadas em tubos plasticos com
tampa, identicados os tratamentos erepeticbes, e armazenados em ambiente de

refrigerador para analise posterior.

2.11. Determinacédo de fendlicos totais

O conteudo fendlico total dos extratos hidroetandlicos foi determinado
usando o reagente Folin Denis e o acido galico como padrédo, de acordo com a
metodologia proposta por Liazid et al. (2010), com algumas modificagées. Em um
baldo volumétrico (10 mL), foram adicionados 400 yL do extrato da amostra, 1000
ML de uma solugédo saturada de carbonato de sédio e 300 uL de reagente Folin
Denis. Finalmente, o volume foi completado com agua destilada. A mistura foi
incubada por 60 min no escuro, a temperatura ambiente, e o contetdo total de
fendlicos foi determinado, colorimetricamente, a 750 nm em espectrofotdmetro
(TECNAL®, Piracicaba, Sado Paulo, Brasil). O conteudo total de compostos
fendlicos nos extratos foi calculado a partir da curva de calibragdo do acido galico
e expresso em equivalente de acido galico (GAEQ). Os testes foram realizados em

triplicata.
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2.12. Determinacdao de flavonoides totais

A determinagdo dos flavonoides foi realizada seguindo a metodologia
proposta (MARQUES et al., 2012). Para esse fim, 1,0 mL do extrato da planta foi
transferido para baldes volumétricos de 10 mL, com 2,0 mL de uma solucdo de

etanol de AICI3 (5%, m v1). O volume foi completado para 10 mL com uma solugdo

hidroalcoolica (40%, v v'l). Em seguida, a mistura foi incubada por 30 min e o
conteado de flavondides foi determinado, colorimetricamente, a 408 nm em
espectrofotometro (TECNAL®, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Os testes foram
realizados em triplicata. O conteudo total de flavondides foi calculado usando a
curva de calibracdo padrao da quercetina e o resultado expresso em equivalente
a quercetina (EQ).

2.13. Anélises Estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, quatro plantas na
parcela experimental, e quatro repeticoes.

O programa estatistico RStudio verséo 3.5.2 foi utilizado para aplicar os
testes Shapiro-Wilk (normalidade) e Bartlett (homogeneidade) com significancia de
5%. Os dados referentes as variaveis numero de inflorescéncias, massa seca de
raiz, e massa fresca de flores foram transformados usando log (x + 1) para
atender as premissas do modelo estatistico, e todas as variaveis foram submetidas
a analise de variancia (TABELA 2).

As variaveis agronémicas e quimicas sdo multivariadas, portanto, usamos
a Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise Hierarquica de Cluster
(HCA), que se baseiam nos métodos quimiomeétricos multivariados, para identificar

semelhancas e tendéncias em grupos induzidos pelas concentracbesde GAs.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as andlises de variancia (ANOVA) apresentadas na Tabela
2, pode-se inferir que as variaveis altura (ALT), area foliar (AF), numero de
paniculas florais (NPF), massas fresca de raiz, caule, folhas e flores (MSR, MFC,
MFF, MFFLO), massas seca de raiz, folhas e flores (MSR, MSF, MSFLO),
apresentaram diferencas significativas (P<0,01) entre as concentra¢cfes de acido
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giberélico (GA3z) estudadas.

Tabela 2. Andlise de variancia (ANOVA) e as meédias correspondentes as
diferentes concentracdes de &cido giberélico (GAs) aplicadas em plantas de O.
basilicum L. Cruz das Almas-BA, 2022.

VARIAVEIS
) s Nu(rjr;ero Massa Massa Massa Massa Massa Massa Massa
ESTATISTICA Altura foliar il fresca  frescado  frescade frescade  secade seca de seca de
(ALT) (AF) ) do raiz caule folhas flores raiz folhas flores
(NPF) (MFR) (MFC) (MFF)  (MFFLO) (MSR) (MSF) (MSFLO)
Pr{>F) 0,0002***  0,0003** 00367 0004 00433* 00034 00067 0,0003** 0,0452* 0.0154*
CV (%) 1147 2143 83,75 35,55 115 19,56 55,02 4518 10,99 62,26
TRAT
(T1) 0 mg L*! 56,42 a 528a 258a 1987a 9558a 13900a 373a i81a 1146 a 048a
(T2) 50 mg L 61,00 a 3A3b 1167b 1513b 10679a 1149 a 893a 265b 861b 096a
(T3)100 mgL* 6733 a 269b 2958b 1440b 10583a 9983b 12722 239b 835b 157b
(T4 150 mgL!' 6850 a 237hb 1900b 1406b 10591a 7883b 2124b 2,08b 595b 282b
(T5) 200 mgL! 8967 b 3250 2583b 1233b 12617b  8042b 2717b 198 b 6,66 b 319b

Pr(>F) = * Significativo em p <0,01, ** Significativo em p <0,001, *** Significativo em p <0,0001 de
probabilidade de acordo com o teste Scott-Knott. CV = Coeficiente de variagdo em porcentagem,
TRAT = tratamentos.

Neste estudo verificou-se que a aplicacdo de 200 mg L' de GAs (T5)
favoreceu o alongamento do caule e internddios das plantas de manjericao,
apresentando uma média de 89,67 cm altura, e 126,17 gramas de massa fresca
do caule (MFC). Conforme os resultados da analise de variancia relacionadas a
estas variaveis, o T5 diferiu significativamente (1% de probabilidade) dos demais
tratamentos estudados (TABELA 2).

Os reguladores de crescimento de plantas (RCP) sdo moléculas que
alteram a homeostase e a sinalizacdo hormonal das plantas, e sdo importantes para
aprimorar os processos de producédo. A aplicacdo de RCP pode melhorar o
desenvolvimento das plantas, e resultar numa maior producéo de alimentos, além
de melhorar o tempo de vida util (RADEMACHER, 2015). Mas vale ressaltar que &
necessario levar em consideracdo o tipo de RCP, a espécie de planta, a
concentracdo adequada, a fase de desenvolvimento da planta que ird favorecer o
objetivo ao qual se deseja alcancar, e as condigdes edafocliméticas (DONG et al.,
2016).

Abdel-Hamid (2020) obteve um crescimento médio expressivo em altura
(61,30 cm) da espécie O. basilicum, com a aplicacdo 200 ppm de GAs, quando

comparada a média (38,92 cm) das plantas controle. AL-Shahmani e Al-Tufaili
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(2020) também registraram um maior crescimento médio (74,30 cm), com a

aplicacao de 150 mg L™ de giberelina em plantas da mesma espécie. Ahmad et al.
(2019) sustentam que a aplicagdo foliar de GAsz favorece o aumento do
comprimento da parte aérea de Mentha piperita L., tomando como base o seu

estudo, onde obteve um incremento de 8,87% no crescimento das plantas, com a

aplicacao de 10 mg L™ do regulador de crescimento.

Muitos fatores enddgenos, e os reguladores de crescimento de plantas,
como o &cido giberélico (GAs), desempenham funcfes essenciais em diferentes
fendmenos fisioldgicos da planta. O crescimento e a regulacdo dos processos
associados, tém papéis vitais na resposta ao estresse abiético. Altas concentracoes
de GAs podem induzir o alongamento expressivo do caule, principalmente em
plantas de pequeno porte, podendo resultar no tombamentodas mesmas (TAIZ
et al., 2017).

O alongamento expressivo pode ser observado na Figura 2, onde a
aplicacdo das concentracdes de 100, 150 e 200 mg L de GAs, deixaram as plantas
de manjericdo suscetiveis ao tombamento, e promoveram a reducdo do tamanho

das folhas.

Figura 2. Plantas de O. basilicum submetidas a diferentes concentra¢gfes de acido
giberélico (GA3), (TL) 0 mg L™, (T2) 50 mg L™, (T3) 100 mg L™, (T4) 150 mg L™ e
(T5) 200 mg L™. Cruz das Almas-BA, 2022.

As plantas que nao foram tratadas com acido giberélico (GA3)
apresentaram maiores massas fresca (19,87 g) e seca (3,81 g) de raizes, e maior
area foliar (5,28 cm?); resultando consequentemente em maiores pesos fresco (139
g) e seco (11,46 g) das folhas. Mas a aplicagdo de 50 mg L* de GAs contribuiu para

o incremento de MFF de manjericdo, ndo apresentando diferenga significativa
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quando comparada as plantas ndo tratadas com o regulador de crescimento.
Contudo vale ressaltar, que as diferentes concentragfes de &cido giberélico ndo
proporcionaram diferencas significativas entre as médias de AF, MFR, MSR e MSF
(TABELA 2).

A diminuicdo do comprimento, largura e relagdo comprimento/largura de
folhas, como também a reducdo da massa da matéria fresca e seca de folhas
jovens e de meia-idade de Salvia officinalis, em resposta a aplicagdo exdgena de
GAg3, foi relatado por Schmiderer et al. (2010). Este resultado corroborou com o
obtido por Rabiei, Bahador e Kordrostami (2018), no qual a aplicacdo exdgena de
30 ppm de GAs promoveu o estreitamento das folhas da planta medicinal Thymus
vulgaris L., diminuindo significativamente comprimento, largura, e a relacao
comprimento/largura.

O &cido giberélico é reconhecido como um potencial promotor do aumento
e divisédo celular (BUCHANAN, GRUISSEM, JONES, 2015; TAIZ et al., 2017). No

experimento conduzido por Fernandes e David (2019), a aplicagdo de 100 mg L?
de GAs promoveu um aumento médio de 20,7% no comprimento das raizes de O.
basilicum, e apresentou diferenca significativa quando comparado a testemunha.
AL-Shahmani e Al-Tufaili (2020) também observaram o aumento no nimero medio
de folhas (173 e 237), com a aplicacdo das concentracbes de 75 e 150 mg L de
GA3, respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos em relacdo as
médias de area foliar (6,54, 9,25 e 8,75 cm), pesos frescos (132,7, 176,2 e 190,8
g) e secos (37,2, 48,8 e 53,0 g) da parte aérea da planta, com a utilizagdo das
respetivas concentracdes 0, 100 e 200 ppm de GAz (ABDEL-HAMID, 2020).

Neste estudo o niumero de paniculas florais, e as massas frescas e secas
de flores aumentaram com a aplicacdo das diferentes concentracdes de GAs,
guando comparado com os valores correspondentes ao T1 (TABELA 2). Conforme
os resultados apresentados, pode-se observar que a aplicagao de GAs favoreceu
o florescimento, mas propiciou uma maior variabilidade dos valores médios. O que
resultou em maiores percentuais do coeficiente de variacdo das caracteristicas
NPF= 83,75%, MFFLO 55,02% e MSFLO= 62,26%.

O manijericao é caracterizado como uma planta de dias longos. Em regides
de clima quente é possivel realizar de trés a cinco cortes por ano, mas em

ambientes de clima frio o nimero de cortes é reduzido, devido a diminuicdo do
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periodo vegetativo e a inducdo do florescimento (SIPOS et al., 2021). A giberelina
(GA) pode atuar como uma molécula de sinal indutora do florescimento. Portanto a
aplicacdo em plantas que florescem em época com fotoperiodo (periodo de luz)
longo, pode favorecer a inducao do florescimento quando cultivadas em meses com
fotoperiodo curto (KING, 2012).

A acdo da giberelina na promocao do florescimento € complexa, pois a
aplicacao exdégena pode induzir, inibir ou ser neutra a depender de fatores bidticos
e abidticos (TAIZ et al., 2017, HEDDEN; SPONSEL, 2015). A aplicacdo das
concentragdes 50 e 100 ppm de GAs, proporcionaram melhores valores (61,11 e
50,07, respectivamente) no nimero médio de flores de Matricaria recutita L., em
comparacao com as plantas controle (AMIRI; SHARAFZADEH; ORDOOKHANI,
2014).

A aplicacao Unica de 25 ou 50 mg L™ de &cido giberélico, em Cynara
scolymus L. do cultivar “Green Globe”, cultivadas no periodo do outono na
Califérnia, induziu uma maior aceleracdo do desenvolvimento da gema floral
(CASTRO et al, 2016). Em outro estudo, o uso das concentracdes de 100 a 1000

mg L'l, induziram o florescimento precoce das cultivares “Grand Rapids” e
“Tendergreen” de Lactuca sativa L. (alface), em condi¢cdes de dias curtos. E
excecOes foram registradas para repetidas aplicagdes do composto, para induzir
o florescimento das cultivares “Bibb” e “Great Lakes” (CASTRO et al., 2016).

Diante dos resultados explanados na Tabela 2 pode-se afirmar que, a

aplicacao do acido giberélico nas concentracdes de 50, 100, 150, e 200 mg L?
interferiram de forma negativa no desenvolvimento do sistema radicular e das
folhas; promovendo o decréscimo da massa das matérias fresca e seca das raizes
e alterando a area do limbo foliar, 0 que comprometeu a area de captacao de luz e
CO2. Resultado positivo foi observado no niumero de inflorescéncias, no qual o
aumento do florescimento teve relacdo direta com o aumento das concentragoes
de GAs aplicadas no manjericao.

As variaveis diametro do caule (DC), comprimento da haste principal
(CHP), numero de internddios (NI), massa seca do caule (MSC), fendlicos totais
(FEN), flavonoides totais (FLAV) ndo apresentaram diferencas significativas
conforme as analises estatisticas aplicadas.

O manijericdo produz e armazena 6leo essencial em toda parte aérea da
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planta, mas o contetdo de 6leo nas folhas € maior (PEREIRA; MOREIRA, 2011).
Entretanto, a composi¢ao e o contetdo do 6leo essencial pode ser influenciado por
inumeros fatores, dentre eles estdo a espécie cultivada, fatores bibticos e abioticos,
como também as partes area da planta (MARTINS et al., 2000). No estudo do
Ocimum gratissimum L. foi observado a variacdo do contetdo de 6leo essencial de
3,6% nas folhas e 0,02% nas inflorescéncias, cujo teor de eugenol correspondeu a
77,3% e 50,17% respectivamente. Percentuais mais expressivos no contetdo de
eugenol foi observado em Ocimum tenuiflorum L., 79 a 83% nas folhas e 18 a 60%
nas inflorescéncias (PEREIRA; MOREIRA, 2011).

Hazzoumi et al. (2014) observaram que a giberelina promoveu a diminuigdo
no rendimento de 6leo (0,2%) de Ocimum gratissimum L., mas aumentou a
expressao de novos compostos ativos. Alguns estudos desenvolvidos na década
de 90 demonstraram que a aplicagdo de GAs incrementou o rendimento e a
composicdo de oOleos essenciais de O. basilicum (MAHMOUD et al., 1995), e
contribuiu para melhoria da biossintese de flavonoides (KLESSIG; MALAMY,
1994). Mas também foi responsavel pela reducéo da biossintese de flavonoides a
partir da aceleracdo do crescimento das plantas de Ginkgo biloba (CARRIER et al.,
1990).

Os resultados obtidos neste estudo permite inferir que a resposta do GAs
em relacdo a promocdo do alongamento celular e divisdo celular; principalmente
dos tecidos caulinares, associando a estes a diminuicdo da espessura do caule e
do tamanho das folhas, estdo em conformidade com o efeito esperado pela
aplicacéo do &cido giberélico. Porém a reducéo da biomassa de folhas, em resposta
a aplicacdo de diferentes concentracdes de GAs, se contrapfe parcialmente as
informagdes apresentadas na literatura. Outrossim, as concentragdes de GAs
induziram o florescimento precoce, influenciando na fase vegetativa do O. basilicum
cv Grecco a Palla.

Assim sendo, admite-se que a variabilidade genética do manjericdo, como
também fatores como estagio de desenvolvimento da planta, estado fisioldgico e
nutricional, equilibrio hormonal enddgeno, e condicbes ambientais (CASTRO et al.,
2016; HEDDEN; SPONSEL, 2015; TAIZ et al, 2017; JAMWAL,
BHATTACHARYA, PURI, 2018, THAKUR etal., 2019), refletem nas caracteristicas

agrondmicas e no produto final ao qual se deseja comercializar.
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3.1 Andlise Exploratéria

Os componentes principais (PCs) foram responsaveis por 57,6% (33,4%
PCl e 24,2% PC2) da variacdo total dos dados relacionados a diferentes
concentragdes do regulador de crescimento GAs. A partir destes dois componentes
foi possivel distinguir as plantas de manjericdo em dois grupos, de acordo com 0s
tratamentos aplicados (FIGURA 3). Diante deste resultado pode- se considerar que
o0 mapa bidimensional foi adequado para avaliar as relacdes entre as variaveis, pois
explica mais de 50% nos dois primeiros componentes.

O gréfico biplot PCA mostra que os tratamentos T3, T4 e T5,
correspondentes as respectivas concentracdes de 100, 150 e 200 mg L de GAs,

apresentam valores positivos com PC1, o que denota uma forte correlacao positiva;

mas 0 mesmo nao é observado nos tratamentos T1 e T2 (0 e 50 mg L1 GAs,
respectivamente). Contudo as plantas que foram tratadas com as diferentes
concentragbes de GAs, tiveram uma menor variabilidade dos dados, quando
comparadas com as plantas ndo tratadas com as solucdes de acido giberélico.

Todos os tratamentos aplicados apresentaram correlacdes negativas e
positivas com o PC2, demonstrando uma maior variabilidade entre os dados
(FIGURA 3).

Figura 3. Plantas de O. basilicum submetidas a diferentes concentracdes de acido
giberélico (GAs), (T1) 0 mg L™, (T2) 50 mg L™, (T3) 100 mg L™, (T4) 150 mg L™ e
(T5) 200 mg L™. Cruz das Almas-BA, 2022.
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foliar (AF), nimero de internddios (NI), nimero de paniculas florais (NPF), massa fresca de raiz
(MFR), massa fresca do caule (MFC), massa fresca de folhas (MFF), massa fresca de flores
(MFFLO), massa seca de raiz (MSR), massa seca do caule (MSC), massa seca de folhas (MSF),
massa seca de flores (MSFLO), fendlicos totais (FEN), flavonoides totais (FLAV)].

Os vetores correspondentes as variaveis MFF, AF, MSF, MSR e MFR que
estdo representados no quadrante 2, foram influenciados positivamentes pelos
tratamentos 1 e 2. A variaveis MSC, MFC, ALT, MFFLO, MSFLO, NPF seguiram
uma tendéncia de maior poder de discriminacdo dos dados relacionados aos
tratamentos 3, 4 e 5.

Na Figura 3 os vetores das variaveis formam &angulos entre si, isto
representa uma menor ou maior correlagdo. Angulos préximos a zero grau indicam
um maior nivel de correlacao entre as variaveis. No primeiro componente principal
(PC1) é possivel observar uma maior relagcdo com os vetores correspondentes as
variaveis relacionadas as flores, NPF, MFFLO e MSFLO, indicando um maior poder
de discriminacédo dos dados por possuirem maiores pesos positivos. Os vetores
das variaveis NI, DC, CHP, FEN e FLAV que apresentam tamanhos menores,
tiveram uma menor influéncia na diferenciacéo dos dados.

A Figura 4 apresenta o dendograma de similaridade entre as amostras na
andlise hierarquica de clusters (HCA). Este resultado ratifica os resultados
apresentados no mapa bidimensional do PCA, demonstrando a estratificacdo em

dois grupos.

Figura 4. Dendrograma da analise hierarquica de agrupamentos (HCA) de
diferentes concentracées de acido giberélico (GAs), (T1) 0 mg L™ (T2) 50 mg L™

(T3) 100 mg L™, (T4) 150 mg L™ e (T5) 200 mg L aplicadas as plantas de O.
basilicum L. Cruz das Almas-BA.
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Os valores das varidveis analisadas em relagcdo as diferentes
concentracbes de GAsz (T2, T3, T4 e T5) apresentaram valores semelhantes, o
gue resultou na aglomeracéo num unico grupo, e numa menor diferenca entre estes
tratamentos. As diferencas entre plantas ndo tratadas e as que receberam a
aplicacao de solucdes contendo o GAz apresentadas na HCA, corroboram com os
resultados apresentados na PCA (FIGURA 3) e na ANOVA (TABELA 2).

No estudo da espécie Salvia officinalis L., as diferencas verificadas entre
as aplicacbes de &cido salicilico, giberelina, acido abscisico, em plantas néo
tratadas com RCP, resultaram na formacéo de grupos distintos no grafico PCA e
HCA. A anadlise PCA contribuiu para confirmar que aplicagdo de 144 ymol L de
GAS favorece o crescimento do sistema radicular e da parte aérea, além de

aumentara producéo de fotoassimilados (MOREIRA et al, 2022).

3.2. Andlise de Correlacao de Pearson

Neste estudo os dados obtidos também foram submetidos a anélise de
correcdo de Pearson, para avaliar o nivel de correlacdo entre as variaveis
estudadas, e para confirmar os resultados obtidos na analise PCA. No gréfico biplot
(FIGURA 5) podem ser observados coeficientes que variam de -1 a +1, que estéo
relacionados a intensidade e a direcdo das relacfes lineares entre duas variaveis.
Os intervalos que mais se aproximam de -1 e +1 apresentam correlagcao forte, e
0s que estdo mais préximo de zero correspondem a uma correlacdo mais fraca.

As variaveis NPF, MFFLO e MSFLO apresentaram coeficientes 0.9,
demonstrando uma correlacdo forte entre elas, o que é Gbvio, pois as variaveis
tratam sobre as caracteristicas das inflorescéncias do manjericdo. O mesmo
resultado pode ser observado em relagdo a MSR e MFR, como também as massas
frescas e secas de folhas (MFF e MSF). Contudo observa-se coeficientes de 0.8
entre as variaveis MFF e MFR, demonstrando que quanto maior a massa fresca de
folhas maior a massa fresca de raizes. O mesmo ocorre com as massas secas de

folhas e raizes, porém com um coeficiente de correlacdo de 0.9 (FIGURA 5).
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Figura 5. Coeficientes de correlacdo de Pearson das variaveis estudadas,
representados em escala numérica e intensidade de cores. Cruz das Almas-BA,
2022.

o
L
NPF 02 01 04 04 04 = ¢

MFR 02 0.1 @ 02 -o.z- < "
MFC --.-02 02 02 - s 2
MFF o2 [ - 55 5l -
MFFLO B8] o1 04 3 -2 -4.1 oasJ ] B
MSR
MSC
MSF
MSFLO
FLAV
FEN

[Altura de plantas (ALT), diametro do caule (DC), comprimento da haste principal (CHP), area foliar
(AF), numero de internddios (NI), nimero de paniculas florais (NPF), massa fresca de raiz (MFR),
massa fresca do caule (MFC), massa fresca de folhas (MFF), massa fresca de flores (MFFLO),
massa seca de raiz (MSR), massa seca do caule (MSC), massa seca de folhas (MSF), massa seca
de flores (MSFLO), fendlicos totais (FEN), flavonoides totais (FLAV)].

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que a aplicagao de
concentragdes crescentes de GAz em O. basilicum cv. Grecco a Palla, cultivadas
em vasos sob ambiente de casa de vegetagéo, favoreceu o alongamento da parte
aérea, e o florescimento precoce, aumentando a biomassa de paniculas florais. Em
contrapartida reduziu a biomassa do sistema radicular e das folhas, e diminui a
area foliar do manjericao.

Com base nos resultados das analises estatisticas, ndo houve diferenca
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significativa entre as diferentes concentragdes de GAs, em relacdo ao contetido de
compostos fendlicos dos extratos hidroetandlicos de manjericéo.
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ABSTRACT

Basil is an edible, aromatic plant, which makes the study of the ecotoxicity of metals
in plant metabolism relevant. Given the above, the objective of this study was to
evaluate the effects of metals, aluminum, lead, and cadmium, in the synthesis of
phenolic compounds and in the dry mass of basil plants (O. basilicum L.) grown in
a hydroponic system. The plants were subjected to four different concentrations of
cadmium (0.2, 0.6, 1.2, and 1.8 mmol L), lead and aluminum (0.04, 0.08, 0.12, and
0.16 mmol L), and compared with the control. After desiccation of the plant
material, the total dry mass was obtained and then, hydroethanolic extracts (43%
distiled water and 57% ethanol) were made for biochemical analyzes, which
consisted of the determination of caffeic acid (CA) and rosmarinic acid (RA) by high
performance liquid chromatography analysis with a diode detector (HPLC-DAD);
total phenolics (TP) and total flavonoids (TF) by spectrophotometry. The data were
submitted to analysis of variance and multivariate analysis (principal component
analysis-PCA and hierarchical cluster analysis-HCA) was applied for data
association. The phenolic compounds showed a high positive correlation with each
other, and the total dry mass showed low and negative correlations with the
analyzed variables. The results showed that the metals aluminum, lead, and
cadmium promoted a stress condition in basil plants, which resulted in the reduction
of the dry matter mass and an increase in the synthesis of phenolic compounds,

according to the type and concentration of the metal.

Keywords: phenolic compounds, basil, cadmium, lead, aluminum.
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1. Introduction

Human activity, industrialization and inadequate agricultural practices have
led to a global environmental problem, the contamination by toxic metal, affecting
not only human health, but also soils, air and water (Lajayer et al., 2017). In plants,
these toxic elements are absorbed by the root system, by air through wet or dry
deposition, or during processing; resulting in contamination of plant material in
different parts (Zeiner & Juranovi¢ Cindri¢, 2017).

In the protected cultivation system, hydroponics has been widespread in
Brazil and worldwide. This system is characterized by soilless cultivation, and its
main components are water and nutrients but organic or inorganic substrate can be
used, whose purpose is to give support to the aerial part of the plant (Dankwa et al.,
2020).

Water and substrate are potential sources of contamination by metals, being
essential to carry out chemical and microbiological analysis of the water, full
knowledge of the composition of the fertilizers to be used in the nutrient solution, as
well as the use of inert substrates free of contaminants; such as pathogens and toxic
metals (Dankwa et al., 2020; Dias et al., 2019; Carvalho et al., 2015).

Toxicity caused by metals such as aluminum, cadmium, and lead, has been
reported in plants, even at low concentrations. The metallic stress caused by these
elements affects growth, photosynthetic reactions, the absorption, transport, and
metabolism of nutrients; as well as physiological, biochemical, and morphological
changes (Ahmad et al., 2018; Dinu et al., 2020; Fattahia et al., 2019, Jalmi et al.,
2018). However, these reactions to stress, lead to different degrees of toxicity and,
vary according to each metal, its mobility and translocation to different parts of the
plant (Chandrasekhar and Ray, 2019; Manquian-Cerda et al., 2018).

Several studies have demonstrated the induction of an increase in the
synthesis of phenolic compounds, as one of the main impacts of stress by metals
on plants (Fattahia et al., 2019, Jalmi et al., 2018; Korkmaz et al., 2018; Manquian-
Cerda et al.,, 2018; Zoufan et al., 2020). Phenolic compounds are bioactive
substances, resulting from the secondary metabolism of plants, and are well known
for their antioxidant capacity (Dias, David, & David, 2016). In addition, plants also
synthesize flavonoids, which act as metal ion chelators forming a soluble and non-

toxic complex (Jalmi et al., 2018).
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Basil (Ocimum basilicum L.) is an aromatic, medicinal sub-shrub that belongs
to the Lamiaceae family (Chiang et al., 2005; Hassanzadeh et al., 2011). This
species may be commercialized in nature, dry, processed, as well as in the forms of
extracts and essential oil (Scagel et al., 2019). This aromatic herb is an important
ingredient, which gives aroma and flavor to food additives, in addition to presenting
therapeutic characteristics to pharmaceutical products of industrial importance
(Mosadegh et al., 2018; Teofilovi¢ et al., 2017).

Previous research has shown its medicinal and therapeutic effects with
antioxidant, anti-inflammatory (Guez et al., 2017), anti-aging, anticancer, antiviral,
and antimicrobial action (Sakr and Al-amoudi, 2012). The antioxidant activity is
mainly due to polyphenols, flavonoids and to compounds such as rosmarinic acid,
which are derived from the secondary plant metabolism. (Glez et al., 2017; Zhang
and Tsao, 2016).

Several studies of basil cultivation, in soils contaminated with potentially toxic
metals, have demontrated the potential as phytoextractor, as well as the
translocation of these elements to different parts of the plant (Dinu et al., 2020;
Divani et al., 2017). In addition, toxic metals had positive effects on basil growth and
production of bioactive compounds (Korkmaz et al., 2018; Padash et al., 2019).
Considering the potential for metal accumulation, this plant has great potential in
phytoremediation. However, further studies on the effects of aluminum, cadmium,
and lead on the synthesis of phenolic compounds and their correlation with the
biomass of basil plants under hydroponic cultivation conditions are still needed.

In the present work, a comprehensive study was carried out to evaluate the
effect of three potentially toxic metals on the synthesis of phenolic compounds in O.
basilicum plants. For this, the plants were exposed to different concentrations of
cadmium, lead, and aluminum. Then, extracts of the plant were obtained. Finally,
the stress caused by these metals was evaluated in terms of the phenolic content

determined in the extracts.

2. Experimental

2.1. Reagents and solvents

Quality methanol and acetic acid for High Performance Liquid
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Chromatography (HPLC) were purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
Ultrapure water was obtained from a Millipore Milli-Q water purifier system (Bedford,
MA, USA), and was used after filtration through a 0.45 gy mmol L* pore membrane
filter. Analytical standards, caffeic acid, quercetin, and rosmarinic acid, were
obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). The phenolic stock solution (100 mg L-
1) was prepared in methanol-water (1:1). The stock solution was diluted to prepare

standard solutions in different concentrations.

2.2. Samples

The seeds of O. basilicum, cultivar grecco a palla, were purchased from ISLA
Sementes Ltda. Cultivation was carried out in a greenhouse, located at the Center
for Agricultural, Environmental and Biological Sciences (CCAAB), Federal
University of Recbncavo da Bahia, Cruz das Almas Campus, Bahia-Brazil
(12°40'19" S, 39°06'23" O, altitude 220 m).

The seeds were sown in september 2017, in 80 mL plastic cups filled with
coconut fiber, being manually irrigated with distilled water, keeping the substrate
moist. Twenty days after sowing, the seedlings were transplanted into 1L pots,
containing inert substrate (washed and autoclaved sand) and Clark’s nutrient
solution (Clark, 1975). After the seven-day period for acclimatizing the plants,
treatments were applied, which consisted of four different doses of the cadmium
metals (0.2, 0.6, 1.2 and 1.8 mmol L), lead and aluminum (0.04; 0.08; 0.12 and
0.16 mmol L) and the control, all with five repetitions. The doses of metals were
added to the nutrient solution, and the sources of metals used were salts p.a.
cadmium nitrate Cd (NOs3)2:4H20, lead nitrate Pb (NO3s)2, and aluminum chloride
AlCIs. The pH of the solution was adjusted to 4.0 + 0.2, corrected with HCI or NaOH.

2.3. Sample preparation

Basil was harvested sixty days after sowing, as recommended by the
company that produces the seeds. The plant material was separated into aerial
parts and roots, and their respective fresh weights were measured. Subsequently
they were packed in Kraft paper bags and transferred to a forced air circulation oven
(40 °C) for 72 h. At the end of this period, the dry weight of the samples was
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measured on a semi-analytical balance with an accuracy of 0.001 g, and the
calculation of the total dry mass (aerial part and roots) was performed (Vieira et al.,
2010).

After determining the dry mass, the material was triturated in a knife mill,
model Star FT 50 - Fortinox®, packed in glass containers, and kept at room

temperature.

2.4. Ultrasound-assisted extraction

Dry plant material (0.2 g) was weighed and placed in test tubes, with 5 mL of
the hydro-ethanolic extracting solution (43% distilled water and 57% ethanol). The
test tubes were immersed in an ultrasonic bath (Elma Ultrasonic S10H (typ), f.: 50/60
Hz, P.: 90 W, (Germany), and sonicated for 10 min at 40 °C + 2 °C. After decanting
the sonicated samples, they were filtered, then packed in glass containers and

stored in a freezer for later analysis (Moreira and Dias, 2018).

2.5. Determination of total phenolics

Total phenolic content of ethanol-water basil extracts was determined using
Folin-Ciocalteu reagent and gallic standard from Sigma Aldrich Co (St. Louis, MO,
USA), according to the methodology proposed by Liazid (Liazid et al., 2010), with
some modifications. In a volumetric flask (10 mL), 400 yL of the sample extract,
1000 pL of a saturated solution of sodium carbonate, and 300 pL of Folin Denis
reagent were added. Finally, the volume was completed with distilled water. The
mixture was incubated for 60 min in the dark, at room temperature, and the total
phenolic content was determined by UV-visible spectrophotometer (Biotech
Engineering Management Co. Ltd., UK), BLL Model 1105) at 750 nm. The total
content of phenolic compounds in the extracts was calculated from the calibration
curve of gallic acid and expressed in gallic acid equivalent (GAE). The tests were

performed in triplicate.

2.6. Determination of total flavonoids

The determination of flavonoids was performed following the methodology
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proposed by Marques et al. (2012). For this purpose, 1.0 mL of the plant extract was
transferred to 10 mL volumetric flasks, with 2.0 mL of an ethanol solution of AICI3
(5%, m/v). The volume was completed to 10 mL with a solution composed of
ethanol-water (40%, v/v). Then, the mixture was incubated for 30 min, and the
flavonoids content was determined by UV-visible spectrophotometer (Biotech
Engineering Management Co. Ltd., UK), BLL Model 1105) at 408 nm. The tests
were performed in triplicate. The total flavonoid content was calculated using the
quercetin standard calibration curve and the result expressed in quercetin

equivalent (EQ).

2.7. Toxic metals determinations in nutritive solution by MIP OES

The microwave-induced plasma optical emission spectrometry (MIP OES)
instrumental parameters were wused according to the manufacturer's
recommendations. The sample introduction system includes an Agilent SPS 3
automatic sampler, a double pass glass cyclonic nebulizer chamber, and an inert
OneNeb nebulizer. A model 4107 nitrogen generator (Agilent Technologies) was
used as a gas source for plasma. Using the MP Expert software, an automatic
background correction was performed. The peristaltic pump was programmed to
operate at 15 rpm. The stabilization time was 15 s and the integration time was 3 s.
Two critical operating parameters (nebulizer flow and observation position in the
plasma) were automatically optimized by the MP Expert software (Agilent
Technologies). The Analytical wavelengths (nm) chosen were Al (396.152), Pb
(405.781), Cd (508.582).

2.8. Determination of caffeic acid and rosmarinic acid by HPLC-DAD

The determination was performed by HPLC-DAD system (Dionex Softron
GmbH, Thermo Fisher Scientific Inc., Germering, Germany). The HPLC instrument
was a Dionex Ultimate 3000 chromatograph, that consists of a vacuum degassing
unit, automatic injection via autosampler, quaternary pump, thermostated oven to
control the temperature of the chromatographic column and Dionex-DAD 3000
detection system. Chromeleon 7.1 software was used both for the control of

chromatographic parameters and for the processing of the data obtained. A Zorbax
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SB-Aq column (4.6 x 150 mm, 5 y mol L%, Agilent Technologies) was used for HPLC
separations. Ultrapure water with 0.1% formic acid (A) and acetonitrile (B) were used
as mobile phase. Phenolics were separated using the following gradient 0—3 min
5% B, 3—11 min 15% B, 11-15 min 32% B, 15-15.5 min 40% B, 15.5-16.5 min 50%
B, 16.5-17 min 30% B, 17-17.5 min 15% B, 17.5-18 min 5% B, 18.5-20 min 5% B.
The mobile phase flow was 1.2 mL/min, the column temperature 30 °C and the
injection volume 5 pL. The identification and quantification of phenolic compounds
were based on the comparison of the retention times and absorbance values of the
peaks detected in the extracts with those obtained by injection of pure standards of
each analyte.

2.9. Statistical analysis

The RStudio version 3.5.2 statistical program was used to apply the Shapiro-
Wilk (normality) and Bartlett (homogeneity). The data regarding the variables caffeic
acid, rosmarinic acid, and total dry mass, were transformed using log (x + 1) to meet
the assumptions of the statistical model, and then all variables were subjected to
analysis of variance (Table 1). Multivariate analysis was applied to associate the
data. Principal components analyses (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA)
were applied to the values of the concentrations obtained from total phenolics, total
flavonoids, caffeic acid and rosmarinic acid from plant material and this PCA was
performed on data on an automatic scale. For multivariate analysis, the software
STATISTICA 7.0 for windows was used.

3. Results and discussion

The results for total dry mass, shown in Table 1, indicated that there was a
significant difference (P<0.001) between the treatments with different
concentrations of Al, Cd and Pb, in terms of dry biomass yield. The coefficient of
variation was 24.19%, while the F ratio was one of the lowest (Fvalue - 17.88),
corresponding to one of the variables under study less influenced by the action of

metals.
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Table 1. Analysis of variance (ANOVA) the corresponding concentrations variables
of aluminum, cadmium and lead applied in plants of O. basilicum L.

Variable Source of Df SS MS Fvalue Pr(>F) Ccv
variation (%)

Caffeic Acid Metals 12 24033 0.2003 75.37 2.2 X 10-16%** 11.29
Residuals 26 0.0691 0.0026
Total 38 24724

Rosmarinic Acid Metals 12 8.4493 0.7041 182.00 2.2 x 10-16%xx 16.00
Residuals 26 0.1006 0.0038
Total 38 8.5499

Total Phenolics Metals 12 86.046 7.1705 15.64 6.02 x 10-9%** 15.52
Residuals 26 11918 0.4584
Total 38 97.964

Total Flavonoids ~ Metals 12 808.68 67.390 56.38 1.75 x 1015+ 28,81
Residuals 26 31.07 1.195
Total 38 839.75

Total Dry Mass Metals 12 0.3689 0.0307 17.88 1.389 x 10:09%* 24,19
Residuals 26  0.0447 0.0017
Total 38 0.4136

Df= degrees of freedom; SS= Sum of Squares; MS= Mean Square; Fvalue= Fisher value; CV=
g(itall‘)f.icient of variation in percentage. Pr(>F)= *** Significant at p < 0.001. Data transformed by Log
The averages of the different concentrations of aluminum, cadmium, and lead
in relation to the total dry mass of the basil are presented in Table 2. The increase
in the doses of Al, Pb and Cd resulted in a decrease in the average weight of the
total dry mass. Except for dose 0.02 mmol L of cadmium. This decline resulted in
values of 0.99 + 0.37 g in 0.12 mmol L of Al, 0.98 + 0.18 g in 0.16 mmol L-1 of Pb,
and 1.30 £ 1.08 g in 1.20 mmol L"! of Cd, compared to the control (2.53 + 0.51 g).
The accumulation of metallic pollutants in the environment, resulting from
agricultural, industrial, or mineral activities, represents a serious problem due to its
persistence and bioaccumulation. Metals can be easily inserted into the food chain
by applying metal-based fertilizers and pesticides to increase production or control
pests, diseases, and invasive plants. On the other hand, the practice of cultivating
plants in a hydroponic system allows uniform growth conditions, better control of
different types of fertilization, allowing reproducibility. This system offers advantages
in quality and production, and under controlled conditions, minimizes problems
related to plant contamination — in addition to promoting nutritional balance through

the homogeneous distribution of nutrients (Sgherri et al., 2010).
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Table 2. Average values of the analyzed variables (mean + confidence interval) as
a function of the concentrations of aluminum, cadmium and lead applied in plants of

O. basilicum L.

Sample Concentratiqn CA _ RA _ TP . TF . TDM
add (mmol L) (mg g (mgg?) (mgGAEg?!) (mgEQg™ @

Control 0.00 87.06+0.30 319.87+0.55 10.23+0.15 18.44+0.10 2.53+0.51
0.04 99.39+0.33 239.73+0.51 864+047 12.07+0.04 1.80+1.06
Add 0.08 87.59+0.17 258.46+0.11 849+045 7.85+062 1.32+0.46
aluminum 0.12 80.51+0.27 200.54+0.74 8.35+0.49 11.39+0.29 0.99 + 0.37
0.16 86.58+0.26 21046+0.46 7.79+051  9.34+037 1.18+0.33
0.04 205.98 +0.34 2747.54+0.36 10.75+0.09 19.62+0.22 2.26 +0.87
Add 0.08 233.22+0.66 172259+0.75 10.68+0.18 17.00+0.40 1.64 +0.09
lead 0.12 257.91+0.38 2689.14+052 11.29+0.21 1856+0.16 1.46 +0.27
0.16 290.68 +0.98 2328.24+1.11 11.80+0.79 14.79+0.28 0.98+0.18
0.02 244.01 +0.38 149592+0.20 10.73+0.05 20.65+0.28 3.20 +0.90
Add 0.06 327.38+0.72 2029.36+0.97 12.33+0.13 2057+0.26 2.37+0.45
cadmium 1.20 331.04+0.40 224498 +0.40 11.59+0.24 19.38+0.17 1.30+1.18
1.80 302.08 +0.74 2165.09+0.52 12.44+0.13 22.41+0.38 2.08+0.34

8_a[1;f&i)c acid (CA). rosmarinic acid (RA). totals phenolics (TP). totals flavonoids (TF). e total dry mass

In the present study, it was found that 0.02 mmol L of cadmium provided a
slight increase in dry matter mass in basil samples, grown in a hydroponic system.
However, the increasing concentrations of aluminum, lead, and cadmium, may have
caused a nutritional imbalance, which is reflected in the productivity (Table 2). This
productivity is causally related to the total dry mass content. Fattahia et al. (2019)
also reported a reduction in the dry weight of aerial parts of the same species, in
response to the addition of different concentrations of cadmium (0, 5, 10, and 20)
and lead (0, 100, 200, and 400) in mg kg? of soil. Thus, it can be said that the
physiological reactions related to the primary metabolism of the plant, responsible
for growth and development, were compromised by metallic stress.

Considering previuous studies and the results presented in this work, it is
suggested that the metallic stress can be phytotoxic, varying according to the type,
guantity, and mobility of the metal for the different parts of the plant. Depending on
the concentration, cadmium influences the primary metabolism, and can stimulate
an increase in the dry matter mass of basil plants grown in a hydroponic system.

To evaluate the effect of metals on the synthesis of phenolic compounds, the
content of rosmarinic and caffeic acids in ethanol-water basil extrats was
determined. When analyzing the results obtained, the concentration of rosmarinic

acid in relation to the addition of different concentrations of the metals aluminum,
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lead and cadmium, there was a significant difference (P<0.001) in the synthesis of
this biocompound. In addition, according to the high value resulting from the F ratio
(Fvalue = 128), it is suggested that this variable was the most influenced by the
action of metals when compared to the other variables studied (Table 1).

The results explained in Table 2, show that treatments with different doses of
cadmium and lead, provided an increase in the content of phenolic acids in
hydroethanolic basil extracts. Rosmarinic acid was one of the acids with the highest
concentration range. In samples of plants submitted to Pb doses, there was a
variation of 1722.59-2747.54 mg g%, while in the samples resulting from treatments
with Cd doses; the variation was between 1495.92 and 2244.98 mg g*. The doses
of 0.04 mmol L? of lead and 1.20 mmol L? of cadmium are responsible for the
highest average values of the content of rosmarinic acid present in hydroethanolic
basil extracts.

The content of rosmarinic acid in samples of basil plants, submitted to the
application of different aluminum doses, was reduced (200.54-258.46 mg g!), when
compared to the average content presented by the control treatment (319.87 mg g
1) and, in the treatments with cadmium and lead (Table 2).

Regarding the results obtained for caffeic acid, it was observed that the
averages resulting from the treatments studied differed from each other, at the level
of significance of 5% (Table 1). The analysis showed an increase in the synthesis
of this phenolic acid in most of the treatments applied when compared to the control
treatment. Among the variables studied, caffeic acid showed a lower coefficient of
variation (CV = 11.29%), showing less variability between the average values of the
concentrations of the metals studied among themselves.

The addition of lead and cadmium in the hydroponic cultivation of basil
resulted in higher average values of caffeic acid, when compared to the average
values of control plants and those treated with aluminum. The highest averages of
this variable resulted from the concentrations of 0.04 and 0.16 mmol L of lead
(295.98 and 290.68 mg g*) and the cadmium doses of 0.06 and 1.20 mmol L*
(327.38 and 331.04 mg g'), respectively. The lowest concentrations were found in
the control plants (87.06 mg g*) and in those that received different concentrations
of aluminum (80.51 to 99.39 mg g1). It is noteworthy that the increase in aluminum
concentrations led to a decrease in the synthesis of caffeic acid under the conditions

of the present study (Table 2).
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Total phenolic content was also explored, to evaluate the influence of metals
on this important biocompound group. The average values of total phenolic
compounds varied significantly (P < 0.001), in relation to the stress caused by the
different concentrations of metals applied in this study. The lowest result of the F
ratio (Fvalue = 15.64) expresses the low influence of metals in the total phenolic
content, when compared to the result of the ratio of the other analyzed variables
(Table 1).

By analyzing the data presented in Table 2, the increasing concentrations
(0.04 to 0.16 mmol L) of aluminum decreased from 8.64 to 7.79 mg GAE g! of the
average value of the total phenolic content, which was not observed in the
treatments with the metals lead, cadmium, and the control. The highest
concentrations of lead (0.16 mmol L1) and cadmium (1.80 mmol L) induced an
increase in the synthesis of total phenolic compounds, resulting in 11.80 and 12.44
mg GAE g. The production of total phenolic compounds was directly influenced by
the application of different concentrations of metals in the hydroponic system, in
comparison with plants that were not subjected to stress by metals.

Therefore, the total content of flavonoids was also evaluated. The statistical
results for the concentration of total flavonoids (Table 1) infer a greater variability
(CV = 28.81%) between the average values of the concentrations of the metals
studied among themselves, which resulted in a significant difference (P<0.001)
between the treatments (Table 1).

Aluminum concentrations also promoted a reduction (7.85to 12.07 mg EQ g
1) in the synthesis of total flavonoids, in comparison to the average of control plants
and the other treatments applied. The highest concentrations of total flavonoids
were found in plants treated with cadmium, at a concentration of 1.80 mmol L with
the highest mean value (22.41 mg EQ g!). Different concentrations of lead provided
a high variation in the induction of the synthesis of total flavonoids, mostly lower
than the average of the control plants (18.44 mg EQ g%), except for the
concentration 0.04 mmol L* when it was an average observed 19.62 mg EQ g+
(Table 2).

The results of the determination of caffeic and rosmarinic acids, in
hydroethanolic basil extracts, suggested that the increase was conditioned by the
presence of the metals cadmium and lead, but not directly proportional to the

increase in the concentrations of these metals. It is noteworthy that the highest
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amounts of rosmarinic acid belonged to the lead samples, and the increases in
caffeic acid and total phenolics were greater in the samples with cadmium. The
genus Ocimum is one of the most important in the Lamiaceae family. Several reports
have shown that different concentrations of O. basilicum extract have antioxidant
action, due to polyphenols and flavonoids such as rosmarinic acid, caffeic, ferulic,
rutin, isoquercetin, apigenin (Guez et al., 2017; Mousavi et al., 2019).

Secondary metabolites are essential to attribute quality to medicinal plants
(Cheng et al., 2018), and respond to signs of various types of abiotic stresses such
as water, saline, ultraviolet radiation (UV), metals, among others (Kumar and
Sharma, 2018). The inadequate application of fertilization and irrigation can result
in soil salinization and promote stress in basil plants, decreasing the total phenolic
content and total flavonoids (Bahcesular et al., 2020). On the other hand, the acute
incidence of UV-B radiation at concentrations of 8.5, 34, 68, and 102 kJ m2 d, for
up to 72 h, favors the progressive increase in the synthesis of phenolic compounds
(Mosadegh et al.,, 2018). A similar result is observed in the increase in the
concentrations of cadmium and lead in the soil, on the content of active compounds
in the essential oil of basil (Fattahia et al., 2019).

Moreover, aluminum associated with cadmium favors the expression of a
biochemical response in the synthesis of compounds and in the antioxidant activity
of blueberries (Manquian-Cerda et al., 2018). These stresses promote changes in
the primary and secondary metabolism of the plant, but when oxidative stress
occurs the plant increases the synthesis of various secondary compounds and
endogenous enzymes, to reduce the effect of reactive oxygen species (ROS)
(Kumar & Sharma, 2018).

According to Lajayer et al. (2017), phenolic compounds are an important part
of the non-enzymatic antioxidant system and help the plant to deal with abiotic
stress. Flavonoids also contribute to this action and are correlated with antioxidant
activity, which determines the quality of basil extract (Teofilovi¢ et al, 2017).
Therefore, the 21.53% increase in the concentrations of total flavonoids in basil
plants, treated with 1.80 mmol L of cadmium, may be associated with increased
antioxidant activity and better quality in the plant medicinal potential. The direct
relationship between the metallic stress caused by lead and cadmium under the
increased synthesis of phenolic compounds, is also reported by Venkatachalam et
al. (2017), Chandrasekhar and Ray (2019), Chen et al. (2019) and Zoufan et al.
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(2020). However, the identification and specific increases of some secondary
metabolites can vary between species, varieties, and cultivars, as recognized by
different authors (Kwee and Niemeyer, 2011; Manquian-Cerda et al., 2018). For
example, Korkmaz et al. (2018) observed that among eight basil genotypes
surveyed, only four showed specific increases in total phenolics in an environment
with up to 20 mg kg of cadmium. The low content of mineral nutrition (3.79 mmol
Lt NO3") contributed to variation in the total phenolic content, while inducing an
increase in the synthesis of flavonoids in all tested cultivars (Jakovljevi¢ et al., 2019).

The exogenous application of different doses of aluminum in the hydroponic
cultivation of basil, proposed in this study, demonstrated the sensitivity of this
species in relation to the action of aluminum, in the synthesis of active compounds
of secondary metabolism.

The low values (reduction of up to 7.52% CA, 37.30% RA, 23.85% TP and
57.42% TF) may be related to the high toxicity of aluminum on the plant’s
metabolism, but the different concentrations do not have a direct relationship with
the synthesis of these compounds. Similar results were observed by Manquian-
Cerda et al. (2018), where the application of aluminum (100 ymol L) in the in vitro
cultivation of blueberry seedlings (Vaccinium corymbosum L.), resulted in an
increase in the concentration of phenolic compounds content in the first seven days,
and a reduction in cultivation, stabilizing in the final period (21 and 30 days) of the
study.

Thus, it is concluded that the effect of aluminum on the synthesis of phenolic
compounds will depend on the degree of tolerance and the time of exposure of the
plant to this metal. Controversial result was observed by Dogic¢ et al. (2017) in the
study of seedlings (60 days) of O. basilicum, when it was found that the
concentration of 100 mg kg of aluminum chloride (Al2Clz) and cadmium chloride
(CdCl2) in the soil, provided a significant increase of 50% in the contents of

phenolics, flavonoids and flavanols, compared to the control.

3.1 Exploratory analysis

The PCA results were used to explain the relationships between the mean
values of the variables (caffeic acid, rosmarinic acid, total phenolics, total flavonoids

and total dry mass) analyzed for each sample were used, according to the four
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different concentrations of (C) cadmium (0.2, 0.6, 1.2, and 1.8 mmol L), (P) lead
and (Al) aluminum (0.04, 0.08, 0.12, and 0.16 mmol L) studied. The response
matrix constructed with 45 samples and 5 variables, and the datas were autoscaling.

The two principal components were responsible for 90.35% of the
accumulated variance, in the presence of different potentially toxic metals. The
score plot (Fig. 1) in the plane defined by PC1 (68.67%) and PC2 (21.68%), in the
score graph shows the separation in three different groups, according with applied
stress (Al, Pb and Cd), in other words, in Fig. 1 shows a trend that denotes a
variation in the plant’s responses to the action of the different treatments applied,
since all the metals studied are in different clusters. However, the different
concentrations of the metals cadmium and lead showed positive values with PC1,
which was not observed for the two groups of metals in PC2, when cadmium was
positively distributed and lead negatively. Different behaviors were obtained for the
different aluminum concentrations in the two PC (Fig. 1).
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Fig. 1. Score graph for PC1 X PC2 of four different concentrations of (C) cadmium
(0.2, 0.6, 1.2, and 1.8 mmol L), (P) lead and (A) aluminum (0.04, 0.08, 0.12, and
0.16 mmol L1) applied in plants of O. basilicum L.

The Principal component analyzes (PCA) and hierarchical cluster analysis
(HCA) using the Wards method were applied to the values of concentrations
obtained from total phenolics, total flavonoids, caffeic acid and rosmarinic acid from

plant material data as a response matrix and this PCA was performed using using
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autoscaling as preprocessing for every variable.

In the projection graph (Fig. 2), the variables total flavonoids (TF), total
phenolics (TP), caffeic acid (CA) and rosmarinic acid (RA) formed acute angles to
each other, which indicates high positive correlations between these variables. The
projection of the vector corresponding to the total dry mass (TDM), formed angles
close to 90-with the variables TF, TP, CA and RA, which suggests that there is no
correlation between TDM and the other variables (Fig. 2). Given the above, it can
be inferred that the weight of the total dry mass does not directly influence the
synthesis of active compounds, resulting from the secondary metabolism of basil
plants.
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Fig. 2. Graph of weight of the variables totals phenolics contents (TP), totals
flavonoids (TF), caffeic acid (CA), rosmarinic acid (RA), e total dry mass (TDM) of
extracts of O. basilicum L. subjected to of four different concentrations of (C)
cadmium (0.2, 0.6, 1.2, and 1.8 mmol L), (P) lead and (Al) aluminum (0.04, 0.08,
0.12, and 0.16 mmol L1) in the plane.

Table 3 shows the weights and factors of the principal components, and the
first principal component (PC1) is mainly related to the concentrations of caffeic,
rosmarinic and total phenolic acids; followed by total flavonoids. These variables
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expressed a correlation with PC1 above 85%. This result can also be seen in Fig.
2, where the vectors corresponding to these same variables (CA, RA, TP and TF),
showed vectors of greater length and closer to the axis of PC1. This suggests that
these variables were the ones that most influenced the power of discrimination of
the data, as they had higher positive weights (Fig. 2 and Table 3).

In relation to PC2, the total dry mass is the variable with the highest positive
weight (Fig. 2 and Table 3), being responsible for the greatest dispersion and

formation of the groups observed in Fig. 1.

Table 3. Weights of the variables in relation to the main components.

Variable PC1 PC 2 PC 3 PC4 PC5
Cafeic acid 0.97 -0.03 -0.13 0.19 0.11
Rosmarinic acid 0.94 -0.28 -0.04 0.15 -0.12
Total phenolics 0.92 0.08 -0.24 -0.29 -0.003
Total flavonoids 0.88 0.14 0.45 -0.07 0.014
Total dry mass 0.09 0.99 -0.06 0.085 -0.033

As for the presence of cadmium in the cultivation of the species Kandelia
obovata, Chen et al. (2019) there was a high positive correlation between the
cadmium content Cd (0.237 mg kg) and the content of total phenolic compounds,
which was not observed in relation to biomass. Therefore, they concluded that the
concentration of cadmium present in the cultivation of K. obovata, inhibits the growth
of plants and stimulates the accumulation of phenolic compounds. Fattahia et al.
(2019) also reported this positive correction between the increase in the synthesis
of compounds in the essential oil of O. basilicum, and the metals cadmium and lead.
In the study with extracts from 15 species of the genus Ocimum, Koroch et al. (2010)
confirmed by HPLC analysis, that the ethanolic extracts of the species are rich in
phenolic compounds (2.59 to 8.28 g GAE / 100 g DW), and that rosmarinic acid was
the predominant phenolic acid (0.48 to 5.9 g RA /100 g DW). In view of the results,
the authors interrelated that the antioxidant capacity was associated with the content
of the phenolic components.

The HCA confirmed the results presented in the two-dimensional map of the

PCA, forming three main clusters, which can be combined with the different
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concentrations of the studied metals. In the first cluster are the concentrations of
lead (P) highlighted in gray; in the second the cadmium concentrations (C)
highlighted in blue, and the third the aluminum concentrations (A) highlighted in red
(Fig. 3). This stratification into groups reveals that there was a difference between
the metals studied on the secondary metabolism of O. basilicum. The similarity
dendrogram between the samples presented in the HCA shows that the proximity
between the samples is related to similar values for the analyzed variables (different
concentrations of metals). Therefore, the smallest distances between
measurements in relation to the samples correspond to a greater analogy between
them. However, they observed that the different concentrations of aluminum showed
a difference of 36% in relation to the concentrations of the metals lead and cadmium,
which showed the same level of similarity (14%), according to the percentages
presented on the y-axis.
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Fig. 3. Dendrogram of Hierarchical Cluster Analysis (HCA) of of four different
concentrations of (C) cadmium (0.2, 0.6, 1.2, and 1.8 mmol L), (P) lead and (A)
aluminum (0.04, 0.08, 0.12, and 0.16 mmol L) applied to plants of O. basilicum L.

According to the data presented in Table 4 (Complementary material), there
are strong positive correlations between caffeic acid, rosmarinic acid and total

phenolics; medians between rosmarinic acid, total flavonoids, and total phenolics.
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However, the correlation between total dry mass and the other variables (total
flavonoids, total phenolics, caffeic acid and rosmarinic acid) shows extremely low

and decreasing values (0.215 to -0.007), reaching negative values.

Table 4. Correlation coefficients of the studied variables.

CA RA TP TF TDM
CA 1.000000 0.940521 0.828968 0.691617 -0.007088
RA 1.000000 0.783777 0.683070 -0.233914
TP 1.000000 0.721627 0.147858
TF 1.000000 0.215467
TDM 1.000000

Caffeic acid (CA), Rosmarinic acid (RA), Totals phenolics (TP), Totals flavonoids (TF), e Total dry
mass (TDM).

The results of PCA and HCA presented in this study revealed that the
concentrations of metals studied directly influence the antioxidant potential of basil
plants, due to the strong correlation between the concentrations of rosmarinic and
caffeic acids, the total phenolic content, and the concentration of flavonoids. The
anti-correlation between total dry mass and the other variables analyzed in this
study reinforces the results presented in the literature that the dry mass yield of O.
basilicum plants submitted to different concentrations of the metals aluminum,
cadmium, and lead, not correlated to the synthesis of these active compounds.

Considering the results of the present study and the comparison with works
reported in the literature, it can be said that metallic stress can promote changes in
the development of plants and trigger various biochemical, physiological, and
morphological reactions, varying according to the type of metal, concentration, time

of exposure, and species to be cultivated.

4. Conclusion

From the results obtained in this work, it is concluded that O. basilicum plants
may be sensitive to aluminum, and moderately tolerant to the addition of different
concentrations of lead and cadmium, when grown in a hydroponic system. The
addition of metals to hydroponic solutions may have caused nutritional imbalance,
negatively affecting growth, which is directly related to the mass production of plant

dry matter.
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The metals lead and cadmium induced an increase in the synthesis of
phenolic acids, especially rosmarinic acid, which had a content four times higher
than caffeic acid.

The hierarchical cluster analysis was an efficient study to verify the clustering
of the metals Al, Cd and Pb, in relation to the dry matter mass, and of the phenolic
compounds identified in the samples of basil hydroethanolic extracts.

It is worth mentioning that no other studies were found that compared the
doses of the studied metals and correlated them with the phenolic profiles of

hydroethanolic extracts of O. basilicum.
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