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Resumo

Dizygostemon riparius ¢ uma planta aromatica, endémica do Cerrado maranhense, que possui
compostos bioativos como acetato de endofenquilo, endofenchol, (E)-cariofileno e 6xido de
cariofileno, que sdao de grande interesse para as industrias. Ainda ndo existem estudos sobre seu
comportamento sob estresse salino, que ¢ um grande desafio para a agricultura, pois prejudica
o crescimento e a produtividade das plantas. Para mitigar os efeitos do estresse salino nas
plantas, biorreguladores como o 4cido salicilico (AS), desempenham um papel crucial na
regulagao do metabolismo, que pode aumentar a produtividade, mitigar os estresses, melhorar
a composi¢ao quimica, modular a producdo de 6leo essenciais (OE) e melhorar a atividade
biologica. O OE de D. riparius pode oferecer um método de controle alternativo e sustentavel
a parasitos altamente resistentes ao controle convencional com anti-helminticos, como o
Haemonchus contortus, que causa grandes perdas econdmicas na ovinocaprinocultura,
especialmente em regides tropicais e subtropicais. Assim, os objetivos deste trabalho foram: (I)
Avaliar o efeito do AS (0 e 100 uM) aplicadas via pulverizacdo foliar em D. riparius sob trés
niveis de salinidade (0, 200 e 400 mM de NaCl) e seu impacto em caracteristicas relacionadas
a ecofisiologia e crescimento; (II) Caracterizar a composi¢cdo quimica do 6leo essencial de D.
riparius provenientes de plantas pulverizadas com AS (0 e 100 uM); e (III) Avaliar a
bioatividade do dleo essencial de D. riparius contra H. contortus. O primeiro experimento foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado conduzido em um esquema fatorial 2 x 3
(concentragdes de SA: 0 e 100 uM x concentragdes de salinidade: 0, 200 e 400 mM de NaCl)
com cinco repeti¢des. Para a composicao quimica do OEs, as plantas utilizadas no experimento
receberam aplicacdo foliar de AS (100 uM) e 4gua destilada durante seu cultivo em casa de
vegetacdo, apds a coleta e secagem das folhas em estufa, os 6leos essenciais de D. riparius
foram extraidos pelo método de hidrodestilagao, testado em atividade anti-helmintica contra H.
contortus através do teste de eclodibilidade de ovos e encaminhado para analise de composi¢ao
quimica. Os resultados demonstraram que a aplicacdo de AS a 100 uM mitiga alguns dos
impactos prejudiciais da salinidade em D. riparius, particularmente sob salinidade moderada
(200 mM NaCl). Além disso, o 6leo essencial de plantas tratadas com AS apresentou alteragao
na composi¢do quimica, mas nao modificou os principais constituintes. O OE dessa espécie
também apresentou atividade contra eclosdo de ovos de H. contortus, com o AS induzindo
maior inibicdo de eclosdo. Assim, a aplicacdo de AS em D. riparius pode ser uma estratégia
promissora para a mitigacdo dos efeitos do estresse salino na produtividade de compostos
bioativos, além de modular a composi¢cdo de seu OE e aumentar a eficiencia na inibicao da
eclosdo de ovos de H. contortus.

Palavras—chave: Planta aromatica, salinidade, Haemonchus cotortus, tolerancia a salinidade.



Abstract

Dizygostemon riparius is an aromatic plant endemic to the Cerrado biome in the state of
Maranhio, Brazil, which contains bioactive compounds such as endo-fenchyl acetate, endo-
fenchol, (E)-caryophyllene, and caryophyllene oxide—molecules of great industrial interest. To
date, there are no studies on its behavior under salt stress, a major challenge for agriculture as
it negatively affects plant growth and productivity. To mitigate the effects of salt stress on plants,
bioregulators such as salicylic acid (SA) play a crucial role in regulating metabolism, which
can enhance productivity, alleviate stress, improve chemical composition, modulate essential
oil (EO) production, and boost biological activity. The EO of D. riparius may offer an
alternative and sustainable control method against parasites that are highly resistant to
conventional anthelmintics, such as Haemonchus contortus, which causes significant economic
losses in small ruminant farming, especially in tropical and subtropical regions. Therefore, the
objectives of this study were: (I) to evaluate the effect of SA (0 and 100 uM), applied via foliar
spray, on D. riparius under three salinity levels (0, 200, and 400 mM NacCl) and its impact on
ecophysiological and growth-related traits; (II) to characterize the chemical composition of D.
riparius EO from plants sprayed with SA (0 and 100 uM); and (III) to evaluate the bioactivity
of D. riparius EO against H. contortus. The first experiment was conducted in a completely
randomized design with a 2 x 3 factorial scheme (SA concentrations: 0 and 100 uM X salinity
levels: 0, 200, and 400 mM NaCl), with five replicates. For chemical composition analysis,
plants received foliar application of SA (100 uM) or distilled water during greenhouse
cultivation. After harvesting and oven-drying the leaves, the essential oils were extracted by
hydrodistillation, evaluated for anthelmintic activity against H. contortus through egg hatch
inhibition assays, and subjected to chemical composition analysis. The results showed that the
application of 100 uM SA mitigated some of the harmful effects of salinity on D. riparius,
particularly under moderate salinity (200 mM NaCl). Moreover, the EO from plants treated
with SA exhibited changes in chemical composition, although the major constituents remained
unchanged. The EO also showed activity against the hatching of H. contortus eggs, with SA
treatment enhancing egg hatch inhibition. Thus, the application of SA in D. riparius may
represent a promising strategy for mitigating the adverse effects of salt stress on the productivity
of bioactive compounds, while also modulating EO composition and enhancing its efficacy in
inhibiting H. contortus egg hatching.

Keywords: Aromatic plant, salinity, Haemonchus contortus, salinity tolerance
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1. INTRODUCAO

Dizygostemon riparius € uma espécie da familia Plantaginaceae descoberta no Nordeste
do Maranhdo, que se distingue de Dizygostemon floribundos por caracteristicas como caules
tomentosos, sépalas mais longas que o tubo da corola, ovario glandular viloso e folhas maiores
(Scatigna et al., 2019). A espécie foi encontrada em habitats periodicamente alagados, como
margens de rios e brejos em trés municipios maranhenses: Barreirinhas, Primeira Cruz e Sao
Benedito do Rio Preto (Scatigna et al., 2019).

Alguns estudos foram realizados desde a sua catalogagdao, que demonstram que o0s
compostos presentes nos oleos essenciais da D. riparius podem ser usados como fungicida,
acaricida e larvicida, sendo, portanto, um produto potencial para combater pragas ¢ doencas
(Brandao et al., 2020; Corréa et al., 2023; Ferreira et al., 2024). Isso demostra que a espécie
tem um grande potencial econdmico e social, todavia, sdo necessarios estudos que visem
compreender a sua aplicabilidade nas industrias, e seu comportamento sob estresses abidticos.

Dentre os estresses abidticos, a salinidade ¢ um grande desafio para a agricultura frente
aos desafios das mudangas climaticas, pois prejudica o crescimento, desenvolvimento e
produtividade das plantas (Mehta; Vyas, 2023). As plantas desenvolvem varios mecanismos de
aclimatagdo para lidar com o estresse salino, tais como a acumulagdo de solutos compativeis,
exclusao de ions, e ativacao de genes responsivos ao estresse (Cantabella et al., 2017; Wu et al.,
2021; Mehta; Vyas, 2023). Esses mecanismos podem ser desencadeados naturalmente ou com
a ajuda de biorreguladores exodgenos (Jan et al., 2021; Wu et al., 2021).

Os biorreguladores sdo compostos organicos e inorganicos, que desempenham um
papel fundamental no crescimento e desenvolvimento das plantas (Castro et al., 2009; Zulfiqar
etal., 2019). Dentre os biorreguladores utilizados na agricultura, o 4cido salicilico (AS) merece
destaque, pois a aplicacdo deste pode influenciar a atividade metabodlica das células, mitigar os
efeitos deletérios em ambientes estressantes, como solos salinos, aumentar a produtividade das
plantas e modular a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais (Torun et al., 2022; Silva et al.,
2024; Santos et al., 2024).

Os 6leos essenciais (OEs) sdo compostos volateis organicos de plantas aromaticas,
muito importantes para as induastrias de cosméticos, alimenticia e farmacéutica (Adedamola et
al., 2023). Os OEs também podem ser aplicados como controle alternativo para pragas e
doencas, a exemplo, o Oleo essencial de Arisaema franchetianum, Arisaema lobatum e
Boswellia dalziell que podem ser usados para o controle de Haemonchus contortus (Zhu et al.,

2013; Abdulazeez et al., 2024).
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H. contortus ¢ um nematdodeo hematéfago de ruminantes, considerado um dos
principais helminticos de regides de clima tropical e subtropical, e provoca grandes perdas na
producao de ovinos e caprinos, por possuir uma alta variabilidade genética e elevada capacidade
de resisténcia a anti-helminticos comerciais (Sall¢ et al., 2019; Naeem et al., 2021; Flay et
al.,2022; Soliman et al., 2024).

Diante disto, a hipotese do trabalho € que o 4cido salicilico exdgeno pode ser uma
estratégia eficaz para mitigar o estresse salino em D. riparius, além de modular a composigao
quimica do OE, elevar a sua bioatividade e aumentar a produgao de outros compostos de grande
interesse industrial. Assim, os objetivos do trabalho foram: (I) avaliar o efeito do AS via
pulverizacdo foliar em D. riparius sob trés niveis de salinidade (0, 200 e 400 mM de NaCl) e
seu impacto na ecofisiologia e crescimento das plantas; (II) caracterizar a composicao quimica
do dleo essencial de D. riparius sem e com aplicagdo de acido salicilico (0 e100 uM); e (II)

avaliar sua atividade anti-helmintica contra H. contortus.
2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Dizygostemon riparius e composicao quimica

A flora brasileira ¢ muito rica e diversa, com inimeras espécies que possuem grande
potencial para serem exploradas comercialmente em industrias farmacéutica, terapéutica,
alimenticia entre outras, porém, devido a essa diversidade ainda ha espécies para serem
descobertas e conservadas (Bezerra et al., 2022). O Cerrado brasileiro se destaca por sua vasta
extensdo e biodiversidade, e representa cerca de 5% da diversidade bioldgica do planeta, além
disso, o Cerrado possui o maior nimero de plantas endémicas em comparagdo com outras areas
do mundo, e abriga 44% da biodiversidade da flora nativa do Brasil, muitas destas plantas tém
propriedades medicinais e contribuem para os servigos ecossistémicos (Vargem et al., 2024).

As plantas medicinais produzem os metabolitos secundarios como mecanismo de
defesa e aclimatagdo ao ambiente, esses compostos bioativos sdo estimulados em resposta a
estresses, € sdo de grande importancia para desenvolvimento de novos produtos, como
medicamentos, aditivos e 6leos essenciais (Anjitha et al., 2021). Apesar do Brasil ter um grande
potencial para producdo de 6leos essenciais, devido a diversidade da flora, falta investimento
em pesquisas que contribuirdo para o desenvolvimento de 6leos essenciais de alto padrdo de
qualidade (Bieski et al., 2022; Carvalho et al.,2023).

Uma planta medicinal e endémica do Cerrado do Maranhdo denominada
“Dizygostemon riparius” foi descoberta em Sao Benedito do Rio Preto - Maranhdo em 2017, ¢
um subarbusto aromatico e refrescante, pertencente a familia Plantaginacea, popularmente
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conhecida como “melosa” (Scatigna et al., 2019). A “melosa” possui aproximadamente 50 cm
de altura, variando de porte prostrado a ereto, com caules simples a altamente ramificados, as
folhas sdo ovais a elipticas, esparsamente pubescentes e pontilhadas por glandulas, com éapices
agudos a obtusos e margens crenado-serrilhadas, as flores terminais sao subsésseis, com calices
pubescentes e glandulares e sépalas lanceolada com dois morfotipo florais lilas e branco e tubos
tomentosos (Scatigna et al., 2019; Scatigna et al., 2024). Devido a caracteristica aromatica, as
folhas e caules sao usados para aromatizar roupas, higienizar animais domésticos e prevenir
mosquitos pela comunidade local (Scatigna et al., 2019; Brandao et al., 2020).

Os principais constituintes presentes nas folhas de D. riparius sdo monoterpenos
oxigenados (acetato de endofenquilo e endofenchol), hidrocarboneto sesquiterpénico ((E)-
cariofileno), e o sesquiterpeno oxigenado (6xido de cariofileno) representando cerca de 93,1%
da composicao total dos OEs (Brandao et al., 2020). Estes componentes podem ser usados em
diversas industrias devido sua acdo antioxidante, como antinociceptivos, anti-inflamatorios,
anticancerigeno (Kamal, 2022; Moghrovyan et al., 2022, Paulino et al., 2022). Nenhum outro
OE com alto teor de acetato de endo-fenchila e endo-fenchol combinados foi encontrado
anteriormente na literatura (Brandao et al., 2020).

A diferenga entre os morfotipos branco e lilds da planta em relagdo aos OEs ndo foi
detectada, indicando apenas uma leve variacao genotipica (Brandao et al., 2020). Todavia, o
morfotipo floral pode ser importante para concentracdo dos principais constituintes dos OEs e
para sua aplicabilidade, j4 que uma variagdo mesmo que sutil dos constituintes pode resultar
em uma dose fatal na bioatividade testada (Ferreira et al., 2024).

Além disso, os OEs podem sofrer variacdo na sua composi¢ao quimica devido a fatores
genéticos e ambientais, essas variagdes sdo importantes para entender o potencial econdmico,
aplicacdo e uso sustentavel das espécies (Bieski et al., 2022). O estudo sobre o efeito sazonal e
circadiano na composicao de 6leo essencial de D. riparius ja foi realizado, e demostrou que
estas mudangas afetam significativamente os principais componentes encontrados na espécie,
com destaque para acetato de endo-fenchila, endo-fenchol, a-fencheno, (E)-cariofileno, p-
cimeno e 6xido de cariofileno (Galvao et al., 2023).

Devido aos compostos presentes no OEs da D. riparius, testes ja foram realizados no
controle de Colletrotrichum gloesporioides em manga, diminuindo significativamente as lesoes
dos frutos, corroborando para a produgdo e comércio frutifero de mangas no Brasil (Corréa et
al., 2023). Os OEs da D. riparius apresentam ainda um potencial acaricida, tanto para efeito

toxico como para repelente sobre 7. neocaledonicus nos morfotipos florais branco e lilas,
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entretanto, o morfotipo branco em uma concentragao letal para 30% (LC3o= 1,22 uL mL) afetou
significativamente o crescimento do &caro, tornando o mais lento em relagdo ao controle e o
morfotipo lilas (LCzo= 1,88 uL mL) (Ferreira et al., 2024).

Os OEs também apresentaram atividade larvicida contra larvas de Aedes albopictus,
com a maior mortalidade (88%) observada na concentragio de 600 mg L', e LCso e LCg0 com
concentragdes de 296,5 e 895,4 mg L', respectivamente (Brand3o et al., 2020). H4 também um
estudo sobre a bioatividade de extrato bruto da folha de D. riparius contra larvas de Aedes
aegypti, com uma LCso = 542,2 + 11,5 pg mL"! para o controle larval do mosquito, e o perfil
quimico desses extratos demonstraram que os principais constituintes sdo polimetoxiflavonas
(Martins et al., 2023)

Com bases nesses estudos a espécie recém-descoberta D. riparius demostra uma grande
importancia econdmica, com potencial uso em industrias farmacéuticas e terap€utica, bem
como no controle de pragas e doengas. Assim, mais estudos sdo essenciais para compreender
plenamente o potencial da bioatividade de D. riparius, a aplicabilidade dos OEs e extratos
brutos da espécie, além de seu comportamento em ambientes estressantes devidos as mudancas

climaticas.

2.2 Salinidade em plantas

O efeito da salinidade ¢ amplamente estudado em diversas culturas ao redor do mundo,
devido ao crescimento de areas salinizadas em regides aridas e semiaridas, intensificado pelas
mudangas climédticas (Salcedo et al., 2022). A salinidade ¢ prejudicial ao crescimento das
plantas e sua produtividade por causar disfungdes em muitos processos vitais, que vao desde as
mudangas estruturais nas membranas até as principais reacdes metabolicas, podendo levar a
morte da planta (Gorcek; Erdal, 2014).

No Brasil, estima-se que 160.000 km? de solo sejam degradados por saliniza¢io e
sodificacdo, o que representa cerca de 2% da area total do pais (Ribeiro et al., 2003). No
Maranhao, existem extensas areas de solo salino-sddico que sdo impactadas pela salinidade,
limitando produtividade agricola devido ao alto potencial osmotico, além disso, apresentam
desafios de estrutura do solo que restringem a disponibilidade de 4gua para as plantas (Dantas
et al., 2014; Martins et al., 2021).

As plantas apresentam respostas diferentes a salinidade, mesmo dentro da mesma
espécie, isso acontece porque cada estagio de desenvolvimento reage de maneira distintas ao
estresse, podendo ser mais afetada em uma fase do que em outra, dependendo da espécie, do

nivel de salinidade e duragdo (Lum; Barton, 2020; Penha et al., 2024). Essas variagdes
21



fisiologicas e metabolicas podem alterar a fenologia das plantas, desde a germinagdo até a
producdo (Lum; Barton, 2020).

A salinidade afeta as plantas através do estresse osmotico e toxicidade idnica
(Hanumantharao et al., 2016). Sob altas concentragdes salinas as plantas ndo conseguem
absorver agua de forma adequada durantes as fases iniciais para processos metabolicos, ou
manter a turgidez devido ao baixo potencial osmético ao redor das raizes, essa condigdo ¢é
chamada de “seca fisioldgica”, como consequéncia, as plantas tendem a fechar seus estdmatos
para evitar a perda de agua, reduzindo assim a transpiragdo, a condutancia estomatica,
dificultando o resfriamento das folhas, a fotossintese e, consequentemente, o crescimento
(Schossler et al., 2012; Hanumantharao et al., 2016; Lum; Barton, 2020; Tian et al., 2020).

O efeito osmotico € o primeiro mecanismo desencadeado pelo excesso de salinidade,
ele restringe o transporte de agua, causando uma sequéncia de reagdes hormonais que levam a
restricdo a abertura estomatica e assimilagdo fotossintética do didéxido de carbono (CO2)
(Silveira et al., 2010). Seguido pelo excesso de ions no citosol das células, principalmente o
s6dio (Na), que causa toxicidade idnica, prejudicando a absor¢do de ions potéassio (K¥),
magnésio (Mg?") e calcio (Ca?"), o que pode interferir nas fungdes metabolicas e fisiologicas,
levando ao surgimento de sintomas visuais de toxicidades nas folhas como a clorose, necrose e
diminui¢do do conteudo de clorofila e carotenoides (Cordeiro et al., 2014; Hanumantharao et
al., 2016). Além disso, o acamulo de sais (Na* e CI) nas células das folhas pode prejudicar
varios processos fisioldogicos e bioquimicos como a reducdo da biomassa e a eficiéncia da
fotossintese, danos a estrutura celular, interrup¢do de membranas plasmadtica e dos cloroplastos,
desequilibrio de nutrientes, capacidade prejudicada de desintoxicar espécies reativas de
oxigénio (EROS) e alteragdes nas enzimas antioxidantes (Hanumantharao et al., 2016; Parkash;
Singh, 2020; Lum; Barton, 2020).

A salinidade aumenta o vazamento de eletrolitos e a peroxidagao lipidica, causando
danos oxidativos as membranas celulares, assim como os cloroplastos e peroxissomos (Silva et
al., 2013). Afeta também o aparelho fotoquimico das plantas, o que causa um desequilibrio
entre a capacidade de capturar luz e a utilizagdo de energia e elétrons em reagdes metabdlicas,
aumentando a geragcdo de EROS (Silva et al., 2013). As EROS também podem ser geradas em
resposta a varios tipos de estresses, como ferimentos, patogenos, seca, salinidade e calor. As
respostas a esses estresses sao reguladas por hormonios do estresse, como acido abscisico

(ABA), acido salicilico (SA), acido jasmonato (JA) e etileno (Jan et al., 2021).
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Em condicdes toxicas gerais de salinidade, as plantas absorvem uma quantidade
maior de Na", o que reduz a propor¢do K'/Na" (Hanumantharao et al., 2016). O ajustamento
osmotico aumenta a concentragao de solutos na célula para manter a absor¢do de agua e o
crescimento celular, isso € possivel porque com o aumento na sintese de solutos organicos,
outros tecidos mobilizam esses solutos provocando um aumento na absor¢do de outros ions,
principalmente o K", que desempenha um papel crucial na homeostase ionica das plantas sob
estresse salino (Silveira et al al., 2010). Os solutos mais estudados com maior potencial para
aumentar a resisténcia das plantas ao estresse salino sdo: prolina, glicina betaina, actcares
soluveis (sacarose e glicose), manitol e o trealose (Silveira et al., 2010).

A expressdo de genes também aumenta sob estresse salino e ajuda as plantas a
lidarem melhor com essas condi¢gdes adversas, iSso ocorre porque esses genes promovem a
biossintese de compostos antioxidantes, balanco hormonal e reguladores de fotossintese, o que
torna as plantas mais tolerantes ao estresse salino (Jan et al., 2021).

Dentre os fitohormonios mais importante associados aos estresses abioticos, destaca-
se o acido abscisico (ABA) e o 4cido salicilico (AS), pois estes atuam na sinalizagdo para a
expressao génica (Jan et al., 2021). Assim, as plantas desenvolvem estratégias para tolerar o
estresse salino, como aumentar os osmorreguladores, no entanto, essas estratégias nem sempre
sao suficientes, assim, aplicar substancias como biorreguladores exd6genos pode contribuir para

que as plantas adquiram maior tolerancia ao estresse (Gorcek; Erdal, 2014; Wu et al., 2021).

2.3 Biorreguladores

Os biorreguladores sdo compostos organicos e inorganicos presentes nas plantas que
desempenham um papel crucial no seu crescimento, desenvolvimento, produgdo e atividade
metabolica das células, eles podem ser naturais ou sintéticos (Castro et al., 2009; Zulfiqar et al.,
2019). O conhecimento sobre hormonios vegetais tem guiado o desenvolvimento de
biorreguladores, baseadas em compostos hormonais para aplicagdes exdgenas nas plantas a fim
de controlar eventos fisiologicos (Cuesta; Mondaca, 2014). Esses biorreguladores podem
aumentar a produtividade (Albrecht et al., 2012; Moraes et al., 2019), melhorar a composi¢ao
quimica (Santos et al., 2024), variar o teor de OE presentes nas plantas (Santos et al., 2024),
aumentar a biomassa (Cuesta; Mondaca, 2014; Zulfigar et al., 2019) e mitigar estresses bidticos
(Bossolani et al., 2017; Song et al., 2023) e abioticos (Goreek; Erdal, 2014, Silva et al., 2024).

Os principais biorreguladores atualmente utilizados na agricultura pertencem aos
grupos das auxinas, giberelinas, citocininas, etileno, substancias humicas e aminoéciados
(Castro et al., 2016; Ecco et al., 2019). Os biorreguladores sdo aplicados principalmente em
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tratamento de sementes e aplicacdo foliar (Albrecht et al., 2012; Oliveira et al., 2020). H4 uma
grande variedade desses compostos disponiveis para diferentes finalidades, como o acido
salicilico (AS) e acido abscisico (ABA) para mitigar o estresse salino, o acido indolbutirico
(AIB) para aumentar a biomassa radicular, o acido giberélico (GA3) para aumentar a
germinacdo de sementes e melhorar eficiéncia fotossintética e o acido ascorbico (AA) para
floracdo e melhorar a qualidade ornamental das planta (Albrecht et al., 2012; Cuesta; Mondaca,
2014; Goreek; Erdal, 2014; Zulfigar et al., 2019; Jan et al, 2021). Devido ao uso em pequenas
quantidades e proporcionar um aumento significativo na producdo, esses biorreguladores
apresentam alta relagdo custo-beneficio, sendo uma op¢ao sustentavel para a melhoria das
plantas (Rodrigues; Fett-Neto, 2009; Desalegn et al., 2023). Assim, utilizar biorreguladores
pode amenizar impactos ambientais na producao das espécies, sem causar desequilibrio

ambiental (Arif et al., 2020; Mir et al., 2021).

2.3.1 Acido Salicilico
Dentre os biorreguladores, tem-se o acido salicilico (AS), que é encontrado em todas
as plantas e desempenha um papel crucial na regulacdo do metabolismo, interagdo com outros
organismos e sinaliza¢do nas respostas a estresses bidticos e abioticos (Hayat at al., 2010). O
principal papel associado ao AS ¢€ a resposta sistémica adquirida, o mecanismo de defesa que
protege partes distantes da planta apds o ataque inicial de patdgenos, que possibilita uma
resposta mais rapida e eficiente contra futuros ataques, auxiliando na defesa das plantas (Lim,
2023). Além disso, o AS modula as respostas das plantas a varios estresses oxidativos, pois
desempenha diversos papéis fisioldgicos e gerencia eficientemente os recursos internos para
maximizar as respostas aos estresses (Arif et al., 2020). Este biorregulador atua na germinacao,
floragdo, producdo de frutos, absor¢do e transporte de ions, taxa fotossintética, condutancia
estomatica, transpiragdo e ativa a sintese de carotendides e xantofilas (Hayat at al., 2010; Mir
etal., 2021; Song et al., 2023).
O AS ¢ sintetizado ao longo de duas vias distintas: a via da fenilalanina amonia-liase
e a via do isocorismato sintase (Arif et al., 2020). As duas vias de biossintese ocorrem na célula,
a primeira no citoplasma, enquanto a segunda ocorre no cloroplasto (Arif et al., 2020; Song et
al., 2023). A via de biossintese de acido salicilico ¢ regulada tanto em niveis transcricionais
quanto pos-transcricionais (Khan et al., 2015). Genes como MYBs, WRKYs e WIPK foram
identificados em plantas e regulam positivamente a via da isocorismato sintase, aumentando a
producdo de AS. Além disso, proteinas de ligagdo ao RNA (RBP) participam de véarios
processos pos-transcricionais, influenciando a biossintese de AS (Mir et al., 2021).
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A sinalizagdo do AS ocorre quando ele ¢ detectado por proteinas receptoras como
NPR1, NPR3 e NPR4, que regulam a resposta ao AS, além desses, proteinas de ligacao ao AS,
como SABPI, SABP2 ¢ SABP3, atuam como moduladores da sinaliza¢do, influenciando
processos como a conversao de AS em metil salicilato e a regulagdo da resposta ao estresse (Li
et al., 2022). Apos a deteccdo, o AS ativas vias de sinaliza¢do que afetam expressdo génica,
interagdo hormonal e regulagdo de proteinas-chave (Li et al., 2022).

O AS sintetizado nas células pode se mover livremente para dentro e para fora das
células, tecidos e orgdos, regulado pela geracdo de EROS e ativagdo de uma cascata de
sinalizagdo de Ca®" e fosforilacdo de proteinas (Hayat at al., 2010; Mir et al., 2021). A sintese
de antioxidantes ndo enzimaticos como prolina, glicina betaina e acido ascérbico também ¢
induzida por AS (Khan et al., 2015; El-Esawi et al., 2017; Arif et al., 2020).

A aplicagdo exdgena de AS pode mitigar o efeito do estresse salino sobre as plantas
(Torun et al., 2022) como capuchinha (7ropaeolum majus), em que os autores verificaram um
aumento significativo no nimero de folhas e melhorias na eficiéncia do uso da 4gua e na
eficiéncia fotoquimica (Silva et al., 2024). Pode ainda melhorar a defesa antioxidante e a
tolerancia ao estresse salino em pimentao (Capsicum annuum), especialmente durante a fase de
floracdo, contribuindo para a melhoria de varios parametros fisioldgicos e bioquimicos, como
0 aumento na sintese de metabolitos importantes, incluindo prolina, fendlicos e ascorbato
(Kumar et al., 2022), e altera o perfil quimico de dleos essenciais (Santos et al., 2024). O 6leo
essencial de Rosmarinus officinallis L. tratado com AS resultou em uma maior expressao de
genes de bioatividade e tolerancia a salinidade do que o controle sem AS (El-Esawi et al., 2017).
Ademais, a aplicagdo de 1 mM de AS em manjericdo (Ocimum basilicum) proporcionou o
aumento de 32,8% na producdo total de 6leos essenciais em comparagcdo com o tratamento
controle (Mirzajani et al., 2015).

Outros trabalhos foram realizados com outros tipos de biorreguladores em soja, por
exemplo, foi possivel observar que o biorregulador sintético Stimulate® influenciou
significativamente na produtividade, teores de proteinas e 6leo dos graos, esses efeitos variaram
dependendo do estdgio de desenvolvimento da planta e da dose aplicada, tanto no tratamento
com sementes quanto na aplicagdo foliar (Albrecht et al., 2012). Segundo Goreek; Erdal, (2014)
as plantas de trigo sob estresse salino tratadas com acido lipodico (LA) acumularam
significativamente menos Na" e mais K™ e Ca em comparagdo as plantulas estressadas sem LA,

aumentando a razdo K'/Na" e recuperando a homeostase i6nica.
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Portanto, pode-se afirmar que os biorreguladores sdo amplamente aplicados na
agricultura para modular o desempenho das culturas, promovendo alteragdes no metabolismo

primario e secundario das plantas (Zulfigar et al., 2019).

2.4 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais (OEs) sdo compostos aromaticos volateis, geralmente constituidos
monoterpenos, sesquiterpenos (terpenos) e fenilpropanoides, produzidos pelas plantas como
mecanismo de atragao de polinizadores e defesa a ataque de pragas, doencas, estresse bioticos
e abidticos (Bieski et al., 2022, Carvalho, 2023). Eles sdo responsaveis pelos diferentes aromas
que as plantas exalam (Dhifi et al., 2016).

Os OEs podem ser encontrados nas diversas partes da planta, como flor, folha,
sementes, brotos entre outros, no entanto, a concentragdo ¢ a composicao quimica dos OEs
mudam de 6rgdo para 6rgdo, e em diferentes estagios de desenvolvimento das plantas (Meena
et al., 2016; Bieski et al., 2022; Moghrovyan et al., 2022; Sun et al., 2024).

A biossintese dos OEs ocorre principalmente nas folhas e continua até a fase de
floragdao e, durante esse processo, as estruturas secretoras especializadas como cavidades,
células oleiferas, tricomas glandulares, glandulas e dutos secretdrios agem como laboratdrios
de sintese (Lim et al., 2022; Aqeel et al., 2023).

A importancia dos 6leos essenciais vai além de suas caracteristicas aromaticas, eles
desempenham um papel crucial nas interacdes ecologicas das plantas, funcionando como sinais
quimicos para a comunicagdo intra e interespécies (Sun et al., 2024). Através da atracdo de
polinizadores, a repeléncia de herbivoros, a defesa contra patégenos e a aclimatagdo a
ambientes estressantes, ou seja, sao fundamentais para a sobrevivéncia das plantas. (Anjitha et
al.,2021; Ageel et al., 2023). Os OEs sdo ambientalmente sensiveis, € podem ser afetados por
fatores ambientais como temperatura, variacdes de temperatura, precipitacdo, radiacado,
umidade e condi¢des do solo (Dajic et al., 2020; Lim et al., 2022; Galvao et al., 2023; Aqgeel et
al., 2023; Hu et al., 2023).

A biossintese dos constituintes do 6leo essencial ¢ determinada por fatores genéticos e
ambientais, sendo possivel modular a expressdo de genes para maior producdo dos compostos
de interesse através de abordagens biotecnologicas e de melhoramento molecular (Woronuk et
al., 2011; Meena et al., 2016).

Os OEs sao produzidos nas plantas aromaticas através de vias metabolicas complexas.
As vias metabodlicas que mais se destacam sdo a via de terpenoides, e a via do chiquimato
originadas nos metabdlitos primarios (Carvalho, 2023; Mohammed et al., 2024). A via de
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terpenoides ¢ responsavel pela produgdo de monoterpenos e sesquiterpenos, eles sdo formados
a partir de isopentenil pirofosfato (IPP) e dimetilalil pirofosfato (DMAPP), derivados das rotas
do acido mevaldnico (MVA )e do metil eritritol fosfato (MEP) que sdo convertidos em terpenos
através de uma série de reacdes enzimaticas (Woronuk et al., 2011; Meena et al., 2016). A via
do chiquimato ¢ fundamental para a produ¢do de aminoacidos, nessa via utiliza-se precursores
derivados da via glicolitica e da pentose fosfato que geram o acido chiquimico, que é convertido
em triptofano, fenilalanina e tirosina (Mohammed et al.,2024). Também ganha destaque a rota
dos fenilpropanoides, que forma os fendis, aldeidos e alcoois aromaticos através da fenilalanina
que ¢ transformada em 4acido cinamico, € outros compostos através de enzima fenilalanina
amonia-liase (PAL) até a geracdo dos compostos finais dos 6leos essenciais (Meena et al., 2016;
Carvalho, 2023).

Os OEs possuem atividades antioxidantes, combatendo radicais livres e estresse
oxidativo, além de atividades antimicrobianas contra fungos, bactérias e virus (Mohammed et
al., 2024) por apresentar compostos como acetato de endo-fenchila, endo-fenchol, (E)-
cariofileno, 6-amorfeno, B-udesmol, a-muurolol, a-pineno, canfeno, entre outros (Brandao et
al., 2020; Hu et al., 2023). Por isso, possuem alto potencial econdmico, devido as suas varias
aplicabilidades dentro das industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia (Abelan et al., 2021;
Bieski et al., 2022).

Como exemplo dos mais diversos usos, tem-se o Oleo essencial de lavanda
(Lavandula) considerado um remédio natural por possuir propriedades calmante, sedativa,
anticancerigenas e antimutagénica (Woronuk et al., 2011) e o OE de orégano (Origanum
vulgare) com propriedades antioxidante, anti-inflamatdrio e antibacteriano (Moghrovyan et al.,
2022). O oleo essencial de Rosa damascena que contém propriedades antimicrobianas que
podem ser usados para controle de microrganismo em alimentos processados, contribuindo para
a seguranca alimentar (VereSova et al., 2024). Também se destaca o OEs da melosa (D. riparius)
com propriedades larvicida, fungicida e acaricida sendo um potencial para controle de pragas e
doencas (Brandao et al., 2020; Corréa et al., 2023; Ferreira et al., 2024). Além disso, os 6leos
essenciais de Arisaema franchetianum e Arisaema lobatum mostraram atividade anti-
helmintica promissora contra Haemonchus contortus, oferecendo uma alternativa para o

controle de nematodeos gastrointestinais em ovinos e caprinos (Zhu et al., 2013).

2.5 Haemonchus contortus
Haemonchus contortus ¢ um parasito nematdide do filo: Nematoda, Classe:

Secernentea, Ordem: Strongylida e Familia: Trichonstrongylidae (Flay et al.,2022). E um
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nematddeo de ruminantes muito importante para a regido semidrida do Nordeste brasileiro por
causar grandes perdas econdmicas na caprinocultura (Nascimento et al., 2013). Considerado
um dos principais helmintos de regides de clima tropical e subtropical que se alimentam de
sangue abomasal em ovinos e caprinos, € pode causar grave anemia, perda de peso, baixa
produtividade, baixa fertilidade e até a morte dos animais (Naeem et al., 2021; Soliman et al.,
2024).

O H. contortus ¢ de dificil controle devido a alta variacdo genética dos parasitos e
muitas cepas o que facilita a sua adaptagdo a varias regides do mundo (Sall¢é et al., 2019). A
infec¢do causada por esse helminto € conhecida como “hemoncrose” e ela pode ser incluida na
lista de diagnosticos diferenciais, na investigacdo de casos de anemia ou morte em ovinos,
independentemente da localizacdo geografica (Flay et al.,2022). As larvas infecciosas
apresentam alta resisténcia e capacidade de sobrevivéncia em condi¢des ambientais adequadas,
que normalmente se caracteriza por alta umidade e temperatura elevada (Adduci et al., 2022).

As fémeas de H. contortus pdem muitos ovos por dia que s3o passados através das
fezes para as pastagens e assim continua a infectar outros animais (Naeem et al., 2021). A
espécie passa por seis estagios da vida, ovo, quatro estagios larvais e o adulto. Os ovos presentes
nas fezes dos animais, podem se desenvolver para larvas de vida livre, estagios 1 e 2, chegar ao
3 estagio, que € o infeccioso dentro de 1 a 7 dias, nesse estagio o parasito € ingerido e chega ao
estagio 4 apds 2 a 3 semanas, e entdo chega ao estagio 5 que ¢ o adulto no qual desenvolve as
lancetas para penetrar nos vasos da mucosa para sugar o sangue (Naeem et al., 2021). Um
nematoide adulto no estdgio 5 pode sugar até 30 uL de sangue diariamente, causando rapida
anemia e morte antes mesmo do periodo pré-patente, isso acontece quando infestagdes de mais
de 500 vermes estdo presentes (Emery et al., 2016).

O uso de anti-helminticos € o principal meio de controle de H. contortus, porém, o uso
extensivo resultou em cepas resistentes a medicamentos em todo mundo, sendo um problema
para a pecuaria nas mais diferentes regides (Sall¢ et al., 2019). Alguns dos anti-helminticos
usados para combater H. contortus sao os grupos dos benzimidazdis (albendazol, oxfendazol e
fenbendazol), lactonas macrocilicas (ivermectina, moxidectina e abamectina) e levamisol
(Emery et al., 2016). Os parasitos desenvolveram mecanismos de defesa especifico para cada
tipo de anti-helmintico, como mutagdes especificas no gene da beta-tubulina, mudanga nos
locais de acao, vias de efluxo de drogas e outros mecanismos (Emery et al., 2016; Arsenopoulos

et al., 2021).
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Assim, devido a resisténcia anti-helmintica generalizada a esses compostos, ha a
necessidade de buscas para novas alternativas que controle o parasita (Soliman et al., 2024).
Alguns estudos demostram que o uso de extratos de plantas e 6leo essencial podem ser usados
como controle alternativo sustentavel, eficazes e seguro (Abubakar et al., 2024; Kandil et al.,
2024). Por exemplo, o dleo essencial de Nigella sativa, rico em cuminaldeido (CA), capaz de
induzir danos fisicos ao parasito, como ruptura na cuticula e desorganiza¢cdo da morfologia
corporal, além de aumentar a producdo de EROS no parasito levando a danos celulares e morte,
e inibe a eclosao de ovos (Goel et al., 2020). Outro 6leo essencial de Boswellia dalzielli
apresentou atividades ovicida e larvicida com taxas de 90% e 100%, respectivamente

(Abdulazeez et al., 2024), demostrando o potencial dos 6leos essenciais para o controle dessa

praga.
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Abstract

Salicylic acid (SA) is a bioregulator well-known for mitigating salinity damage in plants.
However, no studies have examined the interaction between SA and salinity in Dizygostemon
riparius, a species rich in bioactive molecules. Therefore, we aimed to evaluate the effect of SA
application on Dizygostemon riparius under different salinity levels. A completely randomized
experiment was conducted in a 2 X 3 factorial design (two SA concentrations — 0 and 100 uM,
and three salinity concentrations — 0, 200, and 400 mM NaCl) with 5 replicates. At 400 mM
NaCl, leaf temperature increased by 11%, while relative water content and total soluble
carbohydrates decreased by 30% and 35%, respectively, leading to reduced biomass
accumulation. Notably, SA application mitigated these effects by restoring relative water
content under 400 mM NaCl and improving carboxylation efficiency and intrinsic water-use
efficiency under 200 mM NaCl. Additionally, dry biomass was maintained under both 200 and
400 mM NaCl with SA treatment. These findings suggest that SA has a promising potential to
alleviate salt stress in Dizygostemon riparius. Our results could inform cultivation practices,
opening new perspectives on the use of SA as an attenuator of salinity stress.

Keywords: abiotic stress; bioregulator; photosynthetic performance
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Resumo

O 4cido salicilico (AS) ¢ um biorregulador conhecido por mitigar os danos a salinidade nas
plantas. No entanto, nenhum estudo examinou a interacdo entre SA e salinidade em
Dizygostemon riparius, uma espécie rica em moléculas bioativas. Portanto, objetivou-se avaliar
o efeito da aplicacdo de AS sobre Dizygostemon riparius sob diferentes niveis de salinidade.
Um experimento inteiramente casualizado foi conduzido em um planejamento fatorial 2 x 3
(duas concentragdes de SA —0 e 100 uM, e trés concentracdes de salinidade — 0, 200 e 400 mM
de NaCl) com 5 repeti¢des. A 400 mM de NaCl, a temperatura foliar aumentou 11%, enquanto
o teor relativo de agua e carboidratos soluveis totais diminuiu 30% e 35%, respectivamente,
levando a reducdo do acimulo de biomassa. Notavelmente, a aplicagdo de SA mitigou esses
efeitos restaurando o teor relativo de agua abaixo de 400 mM NaCl e melhorando a eficiéncia
da carboxilacdo e a eficiéncia intrinseca do uso da dgua abaixo de 200 mM NaCl. Além disso,
a biomassa seca foi mantida sob NaCl de 200 e 400 mM com tratamento AS. Esses resultados
sugerem que a AS tem um potencial promissor para atenuar o estresse salino em Dizygostemon
riparius. Nossos resultados podem informar as praticas de cultivo, abrindo novas perspectivas
sobre o0 uso de AS como atenuador do estresse salino.

Palavras-chave: estresse abidtico; biorregulador; Dizygostemon riparius, desempenho
fotossintético

40



1. INTRODUCTION

Salinity is a global issue that adversely affects plant growth and development [1,2]. Its
impact is multifaceted, as it not only reduces plant productivity but also degrades water quality,
diminishes soil biodiversity, and contributes to soil erosion [1]. Currently, it is estimated that
the total area of soils affected by salt is 17 million km?, occurring mainly in arid and semi-arid
regions of Africa, Asia, and Latin America [3]. In Brazil, an estimated 160,000 km? of soil are
degraded by salinization and sodification, representing about 2 percent of the nation's total land
area [4]. Specifically in Maranhao state, particularly the Baixada Maranhense region, extensive
areas of Solonetz soils are impacted by salinity, limiting agricultural productivity due to high
osmotic potential and soil structure challenges that restrict water availability for plants [5].
Elevated salinity (electric conductivity of the saturated soil solution > 4 dS m™!) can affect
plants in two distinct phases, the first is the osmotic phase, while the second is the ionic phase
[6]. This second phase is the most critical for plant growth and development, causing reduced
production or even plant death [6,7].

In the osmotic phase, excess salts in the soil reduces leaf water potential (‘Yw), osmotic
potential (Wx), and turgor pressure (Wp), leading to osmotic stress; while in the ionic phase,
excess salts absorbed by the plant cause a nutritional imbalance and reactive oxygen species
(ROS) production (e.g., superoxide anion, O, "; singlet oxygen, 'O»; hydroxyl radical, OH"; and
hydrogen peroxide, H>O) [7]. Osmotic stress affects stomatal opening [8], while the
accumulation of toxic ions, particularly sodium (Na*) and chloride (Cl"), later inhibits the
absorption of essential nutrients such as potassium (K*) and calcium (Ca?"). These nutrients are
crucial for maintaining cellular functions and enzymatic activities involved in photosynthesis
[2]. Additionally, ionic toxicity can cause chlorophyll degradation and inhibit the activity of
Rubisco (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase), a key enzyme in the
photosynthetic process [9].

Among the physiological changes induced by salinity stress is the overproduction of
reactive oxygen species (ROS), a group of highly reactive molecules that can damage cellular
components, including DNA, proteins, and lipids, leading to lipid peroxidation. [2,10]. To
combat this, plants have developed various physiological mechanisms to cope with the stress,
both enzymatic (e.g., superoxide dismutase, SOD; catalase, CAT; peroxidase, POX; glutathione
peroxidase, GPX) [11] and non-enzymatic (e.g., ascorbic acid, ASC; reduced glutathione, GSH;

and a-tocopherol) systems [12]. In response, the plant accumulates compatible solutes—such
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as soluble sugars, amino acids, phenolic compounds, and betaines—that enhance cellular
osmotic potential, helping the plant retain water and cope with soil salinity [13].

The development of strategies that can mitigate the harmful effects of salinity is one
global demand [14]. Based on this, much research has focused on the use of bioregulators, with
emphasis on salicylic acid (SA) [15-18]. SA is a phytohormone synthesized in plants through
two primary pathways — phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and isochorismate. Its role in
plant defense mechanisms under biotic (such as pathogen attack) and abiotic (such as drought,
salinity, and extreme temperatures) stress has been widely investigated in several species [19-
21]. Nonetheless, less is known about SA effects on wild plants rich in bioactive molecules,
such as Dizygostemon riparius (Plantaginaceae family). In addition to its stress mitigation
effect, SA is also known as an elicitor to induce the production of secondary metabolites in
plants [22]. Thus, researching the effect of SA on Dizygostemon riparius under salinity
conditions is the starting point to direct towards a better cultivation system in line with a better
understanding of the impact of salinity on the ecophysiology of this species.

Dizygostemon riparius was first cataloged in 2019 in the Brazilian Cerrado, Maranhao
state, Brazil [23]. This species is a subshrub approximately 50 cm in height, ranging from
prostrate to erect, with simple to highly branched stems [23,24]. It has oval to elliptical leaves,
sparsely pubescent and gland-dotted, with an acute to obtuse apex and crenate-serrate margins
[23,24]. Terminal flowers are subsessile, with a pubescent and glandular calyx and lanceolate
sepals [23,24]. Corolla is white to lilac, with a tomentose tube [23,24]. This species has aroused
strong interest in several studies due to its phytochemical potential [25]. The essential oils of
this plant species can be used to control the plant disease anthracnose (Colletotrichum
gloeosporioides) in mango (Mangifera indica) fruits [26], to control Aedes albopictus larvae
[27], and to repel and control the population growth of red spider—mites (7etranychus
neocaledonicus) [28]. Furthermore, the leaf extract can be used to control Aedes aegypti larvae,
a vector of arboviruses [29]. Besides, in this latest study, phytochemical analysis identified
compounds such as polymethoxyflavones and coumarins, with the ethyl acetate extract
demonstrating the highest efficacy in larvicidal bioassays (LCso = 542.2 = 11.5 ug mL™1) [29].
Despite its great potential, little is known about its cultivation and management, mainly under
adverse conditions, such as saline soils.

Given that, the SA effects on wild plants rich in bioactive molecules, such as
Dizygostemon riparius, are little know, researching the effect of SA on this plant under salinity

conditions is the starting point to direct towards a better cultivation system in line with a better
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understanding of the impact of salinity on the ecophysiology of this species. We aimed to
evaluate the effect of two SA concentrations (0 and 100 pM), applied via foliar spray, on
Dizygostemon riparius under three salinity levels (0, 200, and 400 mM NaCl) and their impact

on traits related to ecophysiology and growth.

2. RESULTS
2.1 Phenotypic aspects of plants

Dizygostemon riparius plants under salinity (200 and 400 mM NaCl) displayed
wilting, but few symptoms of leaf chlorosis, in which a slight gradual loss of pigments was
evident in older leaves (Figure 1). The wilting response in plants was concentration-dependent

and independent of the SA application (Figure 1).

NaCl (mM)

30 cm

Figure 1. Phenotypic aspects of 66—day—old Dizygostemon riparius plants treated without and
with salicylic acid (0 and 100 uM for twenty-one days), and grown under different salinity
levels (0, 200, and 400 mM NaCl for six days).

2.2 Impact of SA applications on plant ecophysiology during exposure to different

salinity levels

Dizygostemon riparius plants without and with application of SA (0 and 100 uM) and
under salinity (200 and 400 mM NaCl, respectively) displayed significant changes in gas
exchange parameters from the second day onwards (Figure S1). Plants without SA application

and under 200 mM NaCl showed a reduction in net carbon assimilation of 57 and 86% at 4 and
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6 days, respectively; while plants with SA application, at this same salinity level, showed a
smaller reduction of 35 and 72% at 4 and 6 days, respectively, when compared to 0 day (Figure
STA). Similarly, plants without SA application and under 400 mM NaCl showed a reduction in
net carbon assimilation of 80 and 91% at 4 and 6 days, respectively; while plants with SA
application, at this same salinity level, showed a smaller reduction of 74% at 4 days and there
was no mitigation at 6 days in comparison to 0 day (Figure S1A).

Plants without SA application and under 200 mM NaCl showed a reduction in stomatal
conductance of 75 and 92% in 4 and 6 days, respectively; while plants with SA application, at
this same salinity level, showed a smaller reduction of 28 and 80% in 4 and 6 days, respectively,
when compared to 0 day (Figure S1B). Similarly, plants without SA application and under 400
mM NaCl showed a reduction in stomatal conductance of 83 and 91% in 4 and 6 days,
respectively; while plants with SA application, at this same salinity level, showed a smaller
reduction of 73% in 4 days and there was no mitigation in 6 days compared to 0 day (Figure
S1B).

Plants without SA application and under 200 mM NaCl showed a reduction in internal
COz concentration of 26 and 27% in 4 and 6 days, respectively, compared to 0 day (Figure
S1C). In contrast, plants with SA application, at this same salinity level, showed a 15% increase
in internal CO> concentration at 4 days, compared to day 0. More strikingly, plants with SA
application and under 400 mM NaCl showed an increase in internal CO2 concentration of 15
and 57% at 4 and 6 days, respectively, compared to day 0 (Figure S1C).

Plants without SA application and under 200 mM NaCl showed a reduction in
transpiration rate of 75 and 86% in 4 and 6 days, respectively; while plants with SA application,
at this same salinity level, showed a milder reduction of 31 and 54% in transpiration rate at 4
and 6 days, respectively, compared to 0 day (Figure S1D). At 400 mM NacCl, the plants also
followed this same response pattern. Plants without SA application and under 400 mM NaCl
showed a reduction in transpiration rate of 81 and 81% in transpiration rate at 4 and 6 days,
respectively; while plants with SA application, at this same salinity level, showed a milder
reduction of 61 and 78% in transpiration rate at 4 and 6 days, respectively, compared to 0 day
(Figure S1D).

Collectively, SA mitigates the deleterious effects of salinity on gas exchange
parameters of plants. In contrast, the maximum quantum yield of photosystem II did not reduce

over time, even under high salinity (400 mM NaCl) (Figure S1E).
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The statistical results for chlorophyll fluorescence, photosynthetic pigments, gas
exchange, dry mass, leaf temperature, and proline and total soluble carbohydrates parameters
revealed varying levels of significance in 66-day-old Dizygostemon riparius plants treated with
and without salicylic acid (0 and 100 uM for twenty-one days) and grown under different
salinity levels (0, 200, and 400 mM NacCl for six days).

2.3 Impact of SA applications on chlorophyll a fluorescence and photosynthetic pigments

after six days of plant under different salinity levels

The initial fluorescence (Fo), maximum fluorescence (Fm) (Figure 2B), variable
fluorescence (Fv) (Figure 2C), maximum quantum yield of photosystem II (Fv/Fm) (Figure 2D),
energy absorbed per active reaction center (RC/ABS) (Figure 2E), variable fluorescence per
initial fluorescence ratio (Fv/Fo) (Figure 2F), and the performance index (PI) (Figure 2G) were
not significantly modulated, either positively or negatively, in relation to the applied treatments.

Similarly to the fluorescence response of chlorophyll a, the photosynthetic pigments
were not significantly affected by the treatments. Chlorophyll a value ranged from 39.32 to
47.10 pg cm 2 (Figure 3A), chlorophyll b ranged from 13.05 to 14.54 ug cm 2 (Figure 3B),
chlorophyll a/b ratio ranged from 2.90 to 3.32 (Figure 3C), total chlorophyll ranged from 52.97
to 61.26 ng cm2 (Figure 3D), and carotenoids ranged from 7.59 to 9.44 pg cm 2 (Figure 3E).
In contrast, a slight change in the total chlorophyll/carotenoid ratio was observed in plants under

0 mM NacCl, with a significant difference between 0 and 100 uM SA (Figure 3F).
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Figure 2. Chlorophyll a fluorescence parameter of 66—day—old Dizygostemon riparius plants
treated without and with salicylic acid (0 and 100 uM for twenty-one days), and grown under
different salinity levels (0, 200, and 400 mM NaCl for six days). Values represent means +
standard error (n=5). Means between treatments that are not significantly different are not
labeled with letters. A) Initial fluorescence — Fo; B) Maximum fluorescence — Fm; C) Variable
fluorescence — Fv; D) Maximum quantum yield of photosystem Il — Fv/Fm; E) Energy absorbed
per active reaction center — RC/ABS; F) Variable fluorescence per initial fluorescence — Fv/F,
and G) Performance index — PI.
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Figure 3. Photosynthetic pigments parameters of 66—day—old Dizygostemon riparius plants
treated without and with salicylic acid (0 and 100 uM for twenty-one days), and grown under
different salinity levels (0, 200, and 400 mM NaCl for six days). Values represent means +
standard error (n=5). Capital letters compare salinity levels within each salicylic acid treatment,
while lowercase letters compare the control and salicylic acid treatment within each salinity
level (Skoot-Knot test; p < 0.05). Means between treatments that are not significantly different
are not labeled with letters. A) Chlorophyll a; B) Chlorophyll b; C) Chlorophyll a/b; D) Total
chlorophyll; E) Carotenoids; and F) Total chlorophyll/carotenoid.

2.4 Impact of SA applications on gas exchange after six days of plant under different

salinity levels

Regardless of the SA application, 200 and 400 mM NaCl concentrations caused a sharp
decrease in the net photosynthetic CO- assimilation, reducing it by 81% and 91%, respectively,
compared to the control treatment (or 0 mM NaCl) (Figure 4A). However, specifically at 200
mM NaCl, the application of 100 uM SA in the plants increased 87% higher net photosynthetic
CO; assimilation compared to the application of 0 uM SA (Figure 4A).
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Figure 4. Gas exchange parameters of 66—day—old Dizygostemon riparius plants treated
without and with salicylic acid (0 and 100 uM for twenty-one days), and grown under different
salinity levels (0, 200, and 400 mM NaCl for six days). Values represent means =+ standard error
(n=5). Capital letters compare salinity levels within each salicylic acid treatment, while
lowercase letters compare the control and salicylic acid treatment within each salinity level
(Skoot-Knot test; p < 0.05). A) Net carbon assimilation — A; B) Stomatal conductance — gs; C)
Internal CO> concentration — Ci; D) Transpiration rate — E; E) Ambient intercellular CO>
concentration ratio — Ci/Ca; F) Carboxylation efficiency — 4/Ci; and G) Intrinsic water use
efficiency — 4/gs.

Stomatal conductance to water vapor showed a significant difference only in the
treatment with 0 mM NaCl, indicating that foliar application of SA can reduce stomatal
conductance in salinity-free environments (Figure 4B). On the other hand, plants under 200 and
400 mM NacCl exhibited a marked reduction of 95 and 97%, respectively, compared to 0 mM
NaCl (Figure 4B).
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In plants exposed to 200 mM NaCl, the internal CO concentration decreased with the
application of 100 uM SA compared to 0 uM SA (Figure 4C), suggesting that SA application
can partially attenuate the deleterious effects of salt stress at this concentration. This finding is
further supported by the increase in net photosynthetic CO» assimilation at this salinity level
(see Figure 4A).

Plants under 200 and 400 mM NaCl displayed a drastic reduction in transpiration rate
of 90 and 94%, respectively, compared to the control (Figure 4D). Interestingly, in plants under
0 mM NaCl, the application of 100 uM SA induced an 18% higher transpiration rate, compared
to the 0 uM SA treatment (Figure 4D).

Plants under 200 and 400 mM NaCl displayed a reduction in the ambient intercellular
CO> concentration ratio of 57 and 33%, respectively, compared to the control (Figure 4E).
Specifically for plants under 200 mM NaCl, it was observed that the application of 100 uM SA
promoted a 7% reduction in the ambient intercellular CO2 concentration ratio compared to the
0 uM SA treatment (Figure 4E).

Plants under 200 mM NacCl salinity displayed a distinct response pattern (e.g., 0 uM
SA x 100 uM SA), since the application of 100 pM SA promoted four times more carboxylation
efficiency compared to plants without application (or 0 uM AS), indicating a possible
mitigation of the deleterious effects on photosynthetic performance (Figure 4F). Similarly,
plants exposed to 200 mM NaCl with 100 uM SA application exhibited 41% greater intrinsic
water use efficiency compared to plants without the application (or 0 pM AS) (Figure 4G).

2.5 High salinity affects leaf temperature

Plants with and without salicylic acid application under 400 mM NaCl exhibited a
significant increase of 4°C in leaf temperature compared to plants under 0 mM NaCl, which

corresponds to an increase of 11% (Figure 5SA-B).
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Figure 5. Leaf temperature of 66—day—old Dizygostemon riparius plants treated without and
with salicylic acid (0 and 100 uM for twenty-one days), and grown under different salinity
levels (0, 200, and 400 mM NaCl for six days). Values represent means + standard error (n=5).
Capital letters compare salinity levels within each salicylic acid treatment, while lowercase
letters compare the control and salicylic acid treatment within each salinity level (Skoot-Knot
test; p < 0.05). A) Thermal imaging and B) Leaf temperature.

2.6 SA applications and salinity levels affect growth and dry mass

The length of the aerial part was not changed in plants without SA application (0 uM
AS) at 0, 200, and 400 mM NacCl, while plants with SA application (100 uM SA) displayed a
significant reduction of 15% only at 200 mM NaCl compared to the control (0 mM NaCl)
(Figure 6A). The stem diameter in plants without SA application (0 uM SA) significantly
reduced by 12% only at 400 mM NaCl compared to the control (0 mM NaCl), while plants with
SA application (100 uM SA) significantly reduced by 14 and 15% at the concentrations of 200
and 400 mM compared to the control (0 mM NaCl) (Figure 6B). For root length, there was no
significant difference between treatments, in which the length varied from 0.78 to 2.09 cm
(Figure 6C).

Interestingly, plants without SA application (0 uM SA) significantly reduced leaf dry
mass by 62% at 400 mM NaCl compared to the control (0 mM NaCl) (Figure 6D). In contrast,
plants with SA application (100 uM SA) did not show significant changes, in which biomass
varied from 1.63 to 2.50 g at salinity concentrations (0, 200 and 400 mM NaCl) (Figure 6D).
Following this same response pattern, in the same way, only plants without SA application (0

uM SA) significantly reduced by 61 and 48% the stem dry mass and the root dry mass,

50



respectively, while plants with SA application (100 uM SA) did not present significant changes
(Figure 6E-F).
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Figure 6. Growth and dry mass parameters of 66—day—old Dizygostemon riparius plants treated
without and with salicylic acid (0 and 100 uM for twenty-one days), and grown under different
salinity levels (0, 200, and 400 mM NaCl for six days). Values represent means = standard error
(n=5). Capital letters compare salinity levels within each salicylic acid treatment, while
lowercase letters compare the control and salicylic acid treatment within each salinity level
(Skoot-Knot test; p < 0.05). Means between treatments that are not significantly different are
not labeled with letters. A) Length of the aerial part (cm); B) Stem diameter (mm); C) Root
length (cm); D) Leaf dry mass (g); E) Stem dry mass (g); F) Root dry mass (g); G) Ratio
between dry mass of the aerial part and root; and H) relative rate of leaf water (%).

The shoot-to-root dry mass ratio tended to show greater biomass accumulation in the
shoot compared to the root in plants exposed to 400 mM NacCl, although the differences were
not statistically significant (Figure 6G). The relative leaf water content indicated that plants
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treated with SA (100 uM SA) under 400 mM NaCl were able to maintain the levels of the
relative rate of water compared to the control (0 mM NaCl), while plants without SA application

(0 uM SA) in the same condition displayed a significant reduction of 64% compared to the
control (0 mM NaCl) (Figure 6H).

2.7 Proline and total soluble carbohydrates concentrations in leaves

Dizygostemon riparius plants with and without SA application under different salinity
levels did not exhibit significant changes in proline concentration, which ranged from 1.9 to 5.2
umol g ! dry mass (Figure 8A), while the concentration of total soluble carbohydrates showed

a slight reduction in plants without SA under 400 mM NacCl (Figure 7B).
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Figure 7. Proline concentration and Total soluble carbohydrates (TSC) in leaves of 66—day—old
Dizygostemon riparius plants treated without and with salicylic acid (0 and 100 uM for twenty-
one days), and grown under different salinity levels (0, 200, and 400 mM NacCl for six days).
Values represent means =+ standard error (n=3). Capital letters compare salinity levels within
each salicylic acid treatment, while lowercase letters compare the control and salicylic acid
treatment within each salinity level (Skoot-Knot test; p < 0.05). Means between treatments that
are not significantly different are not labeled with letters. A) Proline and B) Total soluble
carbohydrates — TSC.

3. DISCUSSION

Saline soils exert a range of negative effects on plant growth and development,
disrupting physiological processes and limiting the ability of plants to achieve optimal biomass
and productivity [1,2]. Therefore, this significant global issue necessitates research to evaluate
the adaptability strategies of sensitive plants to saline conditions, as well as the potential of
salicylic acid (SA) to mitigate the harmful effects of salinity [17,18]. This is the first study to
provide ecophysiological insights into Dizygostemon riparius, an important source of bioactive
molecules, while also assessing its performance under SA application in saline conditions. Our
results showed that SA partially mitigated the detrimental effects of salinity, with 100 uM SA
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maintaining dry mass and relative water content in the leaves of Dizygostemon riparius grown
under high salinity (400 mM NaCl).

Salinity caused wilting in Dizygostemon riparius plants, regardless of SA application.
This response is typical under high salinity, as increasing soil salinity leads to a more negative
osmotic potential in the soil solution, making water absorption difficult for plants and resulting
in a drought-like phenotype [9,30]. Plants exposed to high salinity often wilt due to decreased
root hydraulic conductivity, which minimizes the loss of tissue hydraulic integrity [6]. As a
result, plant cells lose water, leading to decreased turgor pressure and resulting in a condition
known as osmotic stress [31]. Although this phenotypic response was observed, no significant
changes were noted in chlorophyll a fluorescence or photosynthetic pigments. The ionic
toxicity caused by the high influx of Na* and CI- into the plant can lead to inhibition of Rubisco
activity  (ribulose—1,5-bisphosphate =~ carboxylase/oxygenase = enzymes), decreasing
photosynthetic capacity of plants [9]. Here, gas exchange was strongly reduced from the second
day onwards, independently of SA application; however, this was not observed for chlorophyll
a fluorescence. Besides, it is important to highlight that this strong reduction in gas exchange
in Dizygostemon riparius plants during exposure to salinity is a characteristic of plants
classified as glycophytes [32]. Although plants in this group can express biochemical and
physiological strategies to deal with salinity stress, they are not always successful [33]. The
results indicate that there were no photochemical limitations, as shown by the lack of decrease
in fluorescence parameters [34]. Conversely, the strong reduction in carboxylation efficiency
(4/Ci) and stomatal conductance, followed by decreases in internal CO> concentration and
increases in A/gs, suggest both, biochemical and diffusive limitations to photosynthesis [34].
This is in accordance with the results observed for leaf temperature, which is related not only
to a drastic reduction in the transpiration rate [31], but also to the accumulation of sodium ions
in the leaves, leading to oxidative and thermal stress that cause damages to the photosynthetic
apparatus [35,36].

It is noteworthy that the lack of differences in chlorophyll a fluorescence and
photosynthetic pigment levels were unexpected findings, as a decrease was anticipated in
response to salinity. A possible explanation for the maintenance of chlorophyll levels in plants
under salinity is the sustained expression of enzymes involved in chlorophyll biosynthesis (such
as chlorophyll synthase, Mg-chelatase, and protochlorophyllide oxidoreductase), despite

concurrent degradation, since these pathways are dynamic in nature [35].
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The increase in leaf temperature may be related not only to a drastic reduction in the
transpiration rate [31], but also due to the accumulation of sodium ions in the leaves, which
leads to increased oxidative and thermal stress in the plant in line with possible damage to the
thylakoid membranes, increasing heat dissipation [35,36].

The application of salicylic acid (SA) to Dizygostemon riparius plants mitigated the
harmful effects of salinity on gas exchange, particularly at 200 mM NaCl. Additionally, SA
application significantly increased relative water content in plants exposed to 400 mM NaCl
and helped maintain dry biomass in plants under both 200 and 400 mM NacCl. Several studies
confirm that the application of SA, whether as a pre-treatment or post-treatment, enhances
ecophysiological responses against the effects of salinity [37-39]. Treatment with SA is also
reported to improve plant biomass, chlorophyll content, relative water content, and stomatal
conductivity [40], corroborating our findings.

Under high salinity, salicylic acid (SA) triggers a signaling response that induces the
accumulation of osmoprotectants (e.g., glycine betaine, proline, and polyamines) and enhances
the activities of antioxidant enzymes (e.g., superoxide dismutase [SOD], catalase [CAT],
peroxidase [POX], and glutathione peroxidase [GPX]) [38]. This partly explains its use as a
powerful bioregulator in mitigating the deleterious effects of salt stress [14]. However, this
response is variable, while some plants respond positively in improving their defense against
high salinity [37-39], others do not appear to be driven to improve their defenses [41-43]. Our
results did not show a clear modulation of proline levels in plants under salinity; therefore, this
amino acid did not serve as either an osmolyte or a protein protector [44] or, possibly,
osmoprotection may be mediated by other mechanisms that were not accessed in this study
(e.g., glycine betaine and polyamines) [44]. Other studies report that increased proline
concentrations may be more related to metabolic disorders induced by severe stress [45].

Dizygostemon riparius exhibited salt-sensitive behavior under the salinity levels
tested, while salicylic acid (SA) treatment positively affected relative water content and
carboxylation efficiency, as well as helped maintain plant dry biomass. This is the first study
on the cultivation and management practices of Dizygostemon riparius, a recently cataloged
species. The current research provides new insights into the ecophysiology of Dizygostemon
riparius; however, further studies are needed to access the effects of SA under other salinity
levels, as well as at the secondary metabolism level, antioxidant enzyme assays and indicators
such as malondialdehyde, hydrogen peroxide content, and soluble protein, especially to know

if the application of SA can modulate the essential oil profile of this species.
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4. MATERIALS AND METHODS

4.1 Plant material and experimental conditions

Dizygostemon riparius plants were obtained by cloning using the cutting method from
mother plants kept in pots in the greenhouse of the Postgraduate Program in Agricultural
Sciences of the Maranhdo State University, Sdo Luis, Maranhdo state, Brazil (2° 31' 51" S and
44° 18' 24" W). For plant cloning, cuttings measuring 10 cm in length, with two internodes and
having four axillary meristems were selected, in which a bevel cut was made, and the leaves
and stem apical meristem were removed. The cuttings were planted in commercial substrate
Carolina Soil® (Santa Cruz do Sul, RS, Brazil) and surface forest soil (1:1, v/v). At 30 days
after planting, fertigation was performed with 100 mL in each pot (Plantpar® Industria e
Comércio de Fertilizantes LTDA, Umuarama, PR, Brazil; see Table S1). During the experiment
period, the average temperature was ~29 +2 °C and the relative humidity was 76% recorded by
a digital thermo-hygrometer (Incoterm®, Porto Alegre, RS, Brazil), under natural light

conditions with an intensity of ~1,075 pmol photons m 2 s ! and a photoperiod of 12 h.
4.2 Salicylic acid and salinity treatments

To test the effect of SA on plants under different salinity conditions, two concentrations
(0 and 100 uM SA) were chosen based in previous works with other species rich in bioactive
molecules [46]. 15 mL plant ' of both treatments were applied from 45 days of cultivation using
a portable plastic sprayer with a capacity of 500 mL (Nobre®, Biguacu, SC, Brazil) until the
leaves had wet abaxial and adaxial surfaces. Applications were performed on alternate days,
totaling 12 applications for 21 days (until the end of the experiment). The 0 uM AS solution
was distilled water only, while the 100 uM SA solution was prepared by dissolving AS in
distilled water (Isofar®, Duque de Caxias, RJ, Brazil).

At 60 days of plant cultivation, the two groups of plants from the SA treatments (0 and
100 uM AS) were subjected to three concentrations of soil salinity for 6 consecutive days: 0,
200, and 400 mM NaCl (Isofar®, Duque de Caxias, RJ, Brazil). These vegetative stages and
application times were selected due to the plants' ability to produce essential oils during this
period. NaCl applications occurred gradually until reaching the established concentrations for
each treatment (e.g., 100, 200, 300, and 400 mM were applied). The plants were irrigated with
saline solution up to 80% of field capacity. The NaCl solutions prepared with water presented
electrical conductivities of 0.06; 13.04; and 18.67 mS cm™! for the concentrations of 0, 200, and

400 mM NacCl, respectively (Gehaka, Sao Paulo, SP, Brazil) (Figure 8).
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Figure 8. Schematic representation of the experimental design: two salicylic acid
concentrations (0 and 100 uM AS) and three salinity concentrations (0, 200 and 400 mM NaCl)
on Dizygostemon riparius. See further details in the Materials and Methods section.

4.3 Chlorophyll a fluorescence and leaf gas exchange

Chlorophyll a fluorescence and gas exchange measurements were performed on the
4th pair of fully expanded leaves from the shoot apex of the plants at 0, 2, 4, and 6 days in
plants under salinity. For chlorophyll a fluorescence, leaves were dark-adapted for 30 min using
specific leaf clips (Hansatech Instrument Ltd., King’s Lynn, Norfolk, UK), this adaptation
ensures complete opening of the reaction centers with minimal heat loss. The parameters of
initial fluorescence (Fo), maximum fluorescence (Fm), Variable fluorescence (Fv), maximum
quantum yield of photosystem II (Fv/Fm), energy absorbed per active reaction center
(RC/ABS), Variable fluorescence per initial fluorescence (Fv/Fo), and the performance index
(PI) were accessed using a portable non-modulated fluorimeter (Pocket PEA, Hansatech
Instrument Ltd., King’s Lynn, Norfolk, UK).

Gas exchange analyzes were performed using the open gas exchange system Li-
6400XT (Li-Cor, Lincoln, NE, USA). The net photosynthetic CO, assimilation (4), stomatal

conductance to water vapor (gs), transpiration rate (£), internal CO> concentration (Ci), ambient
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intercellular CO; concentration ratio (Ci/Ca), carboxylation efficiency (A4/Ci); and, intrinsic
water use efficiency (4/gs) were measured between 06:30 and 08:00 h — local time — under an
external CO, concentration of 400 pumol mol™' air and average air temperature of 32 °C. To
optimize stomata opening, all measurements were conducted under artificial and saturated light

of 1000 pmol m 2 s™! produced by a light-emitting diode generating 10% blue light.

4.4 Extraction and quantification of photosynthetic pigments

Pigments were extracted from leaf discs with 5 mm in diameter, which were obtained
from the fourth and fifth pair of leaves fully expanded leaf below the apex. The leaf discs were
immersed in 5 mL of dimethyl sulfoxide (DMSO; Exodo cientifica®, Sumaré, SP, Brazil) and
left in the dark for 48 h. Absorbance measurements of the samples at 665 nm, 649 nm, and 480
nm were taken using a UV-visible spectrophotometer (mono-beam) (model UV-M51; BEL
Engineering Company, Monza, Italy) in a 10 mm quartz cuvette. The calculation of chlorophyll

a, b, and carotenoids followed the method outlined by Wellburn [47].
4.5 Leaf thermography

Thermal images of the fourth and fifth pair of leaves from the apex to the base of the
plant were captured using a FLIR E8 WIFI thermal imaging camera (FLIR Systems®,
Wilsonville, Oregon, USA). The camera was positioned vertically in relation to the leaves at an
approximate distance of 100 cm (accuracy of +2%). Evaluations were carried out between 08:30
and 09:00. The captured images were processed in the FLIR Thermal Studio Suite software
version 2.0.x (Copyright®, 2024, USA).

4.6 Relative leaf water content

Five leaf discs with 5 mm diameter of fully expanded leaf were collected, the discs
were immediately weighed to access the fresh mass (FM), then placed in plastic cups with 8
mL of distilled water for 24 hours and then weighed to obtain the turgid mass (TM), then the
discs were dried in an oven at 45 °C for 48 hours to obtain dry mass (DM). The relative water

content was calculated as RLWC (%) = [(FM-DM)/ (TM-DM)] x 100 [48].
4.7 Growth and development analysis

The measurements of length of the shoot (cm), stem diameter (mm), and root length
(cm) were accessed. Then, the plants were separated by plant organ (leaf, stem, and root) and

dried in an oven (SolidSteel®, Piracicaba, SP, Brazil) at 45 °C until reaching constant mass. The
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leaf dry mass (g), stem dry mass (g), root dry mass (g), and the ratio between dry mass of the

aerial part and root were accessed.
4.8 Total carbohydrates concentration in leaf

Total soluble carbohydrates (TSC) analysis was performed according to Dubois et al.
[49]. Approximately 50 mg dry mass of leaf tissue were macerated and homogenized in 4 mL
of distilled water and then vortexed (Ambikontrol®, Aruja, SP, Brazil). Subsequently, the
material was centrifuged (Eppendorf®, Hamburg, Germany) at 3000 rpm for 15 minutes in 25
°C, then the supernatant was collected and centrifuged again at 6000 rpm for 10 minutes. The
supernatant was collected and used to quantify TSC. Then, 50 pL aliquots of the extract were
removed and the volume was completed to 0.5 mL with distilled water, adding 500 pL of 5%
phenol solution and vortexing, followed by the addition of 2.5 mL of concentrated sulfuric acid.
Then, the samples were placed in an ice bath for 10 minutes to cool and fix the color, the solution
was vortexed, and the samples were read using a spectrophotometer (Metash®, Shanghai,
China) at 490 nm. The TSC contents were expressed in umol carbohydrates g*' of dry mass

(DM).
4.9 Proline concentration in leaf

Proline content was determined following Bates et al. [50], with modifications.
Approximately 50 mg dry mass of leaf tissue were macerated and homogenized in 2 mL of 3%
sulfosalicylic acid (w/v), then vortexed and centrifuged at 3500 rpm for 10 min. Then, 0.5 mL
of the supernatant was collected in a test tube added with 0.5 mL of H,O, 1 mL of ninhydrin
acid (Isofar®, Duque de Caxias, RJ, Brazil) and 1 mL of glacial acetic acid (Isofar®, Duque de
Caxias, RJ, Brazil), and stored at 100 °C for 1 h, stopping the reaction in an ice bath for 10 min.
After completion of the reaction, 2 mL of toluene (Isofar®, Duque de Caxias, RJ, Brazil) were
added, and the mixture was shaken in a vortex test tube shaker. Readings were performed using
a spectrophotometer (Metash®, Shanghai, China) at a wavelength of 520 nm and a calibration
curve was obtained by preparing standard proline solutions (0-0.150 pmol mL™'; Exodo

cientifica®, Sumaré, SP, Brazil) and expressed in umol g~! dry mass (DM).
4.10 Experimental design and statistical analysis

The experiment was conducted in a completely randomized design, in a 2 x 3 factorial
scheme [two concentrations of salicylic acid (0 and 100 uM SA) x three salinity levels (0, 200
and 400 mM NaCl)], with 5 replicates and the experimental unit formed with three plants per
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pot. The data were tested for normality by the Shapiro—Wilk test, analysis of variance, and the

means compared by the Skoott-Knott test (p < 0.05) using the Genes software [51].
5. CONCLUSIONS

Our findings demonstrate that salicylic acid (SA) application at 100 uM eftectively
mitigates some of the detrimental impacts of salinity on plants Dizygostemon riparius,
particularly under moderate salinity (200 mM NaCl). SA treatment maintained dry biomass,
improved relative water content, and enhanced carboxylation efficiency, suggesting that SA
supports the photosynthetic apparatus and water balance under salinity stress. Additionally, the
SA application reduced transpiration loss and improved intrinsic water-use efficiency, which
are critical for maintaining cellular homeostasis in saline conditions. This study, therefore,
highlights the potential of SA as a bioregulator for cultivation in saline environments and
provides a foundation for further investigations into its role in supporting the ecophysiology of
Dizygostemon riparius under adverse conditions. Further studies, particularly at the
biochemical level, are necessary to understand how stressful conditions modulate the primary

and secondary metabolism in this species.
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Capitulo 111

Composiciio quimica e atividade anti-helmintica do 6leo essencial de Dizygostemon riparius
submetida a aplicacdes de acido salicilico
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RESUMO

Dizygostemon riparius apresenta um alto potencial econdmico, devido a presencga de compostos
bioativos em seu 6leo essencial (OE). A producdo e a composicdo quimica desses compostos
podem variar em resposta a interacdo planta-ambiente, sendo a aplicagdo de acido salicilico
(AS) uma estratégia eficaz para aumentar a sintese ¢ modular a composi¢do quimica em plantas
aromaticas. Além disso, considerando que os OEs podem apresentar a¢ao anti-helmintica, ¢
importante avaliar a bioatividade do OE de D. riparius contra o nematodeo Haemonchus
contortus, um parasita causador de grandes perdas produtivas na ovinocaprinocultura. Assim o
objetivo deste trabalho foi caracterizar a composi¢ao quimica do 6leo essencial de D. riparius
com e sem aplicacdo de acido salicilico e avaliar sua atividade anti-helmintica contra H.
contortus. Para isso as plantas receberam aplicacdo foliar de AS (100 uM) e agua destilada
durante seu cultivo em casa de vegetacdo, apds a coleta e secagem das folhas em estufa, os
Oleos essenciais de D. riparius foram extraidos, analisados e identificados por cromatografia de
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e sua atividade anti-helmintica
contra o nematddeo H. contortus foi avaliada. Os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais
sob os dois tratamentos foram endo-fencol, endo-acetato de fenchila, (E)-cariofileno e éxido de
cariofileno. O OE de D. riparius é eficiente contra a eclosdo de ovos de H. contortus. O acido
salicilico, alterou a composi¢ado e percentual dos constituintes quimicos do 6leo essencial de D.
riparius, porém nao alterou seus compostos majoritarios. Além disso, a reducdo no ICso apds a
elicitacdo com AS sugere que esse tratamento teve resultado em maior atividade antiparasitaria
do OE de D. riparius contra H. contortus. A comparacao direta dos ICso aponta para a elicitagdo
como uma estratégia promissora para aumentar a eficacia de compostos naturais no controle de

H. contortus.

Palavras-chave: anti-helmintico, bioatividade, elicitor, melosa, metabolitos secundarios,
monoterpenos oxigenados.
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ABSTRACT

Dizygostemon riparius presents high economic potential due to the presence of bioactive
compounds in its essential oil (EO). The production and chemical composition of these
compounds may vary in response to plant-environment interactions, with the application of
salicylic acid (SA) being an effective strategy to enhance synthesis and modulate the chemical
profile in aromatic plants. Furthermore, considering that EOs may exhibit anthelmintic activity,
it is important to evaluate the bioactivity of D. riparius EO against the nematode Haemonchus
contortus, a parasite responsible for significant economic losses in small ruminant farming.
Therefore, this study aimed to characterize the chemical composition of D. riparius essential
oil with and without salicylic acid application and to assess its anthelmintic activity against H.
contortus. For this purpose, plants were subjected to foliar application of SA (100 uM) or
distilled water during greenhouse cultivation. After harvesting and drying the leaves in an oven,
the essential oils were extracted, analyzed, and identified by gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS), and their anthelmintic activity against H. contortus was
evaluated. The major constituents of the essential oils under both treatments were endo-fenchol,
endo-fenchyl acetate, (E)-caryophyllene, and caryophyllene oxide. The EO of D. riparius was
effective in inhibiting the egg hatching of H. contortus. Salicylic acid altered the composition
and proportion of the chemical constituents of D. riparius EO but did not affect its major
compounds. Additionally, the reduction in ICso after SA elicitation suggests that this treatment
resulted in greater antiparasitic activity of D. riparius EO against H. contortus. The direct
comparison of ICso values indicates that elicitation is a promising strategy to enhance the

efficacy of natural compounds in the control of H. contortus.

Keywords: anthelmintic, bioactivity, elicitor, melosa, secondary metabolites, oxygenated
monoterpenes.
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1. INTRODUCAO

Dizygostemon riparius ¢ um subarbusto aromatico brasileiro pertencente a familia
Plantaginaceae, com aproximadamente 50 cm de altura, caule indumento tomentoso, folhas
ovais e elipticas e com dois morfotipos de flores concentradas nas terminagdes dos ramos que
podem ser brancas ou lilas (Scatigna et al., 2020). D. riparius ¢ uma planta com alto potencial
econdmico, devido a presenca de compostos bioativos como acetato de endo-fenquilo, endo-
fencol, (E)-cariofileno e 6xido de cariofileno em seu 6leo essencial, que possuem agao larvicida,
fungicida, e acaricida, sendo um produto promissor para o combate de pragas e doencas
(Brandao et al., 2020; Corréa et al., 2023; Ferreira et al., 2024).

A produgdo e composicao desses compostos podem sofrer variagdes em resposta a
interagdo planta-ambiente (Anjali et al., 2023; Galvao et al., 2023). As respostas ao ambiente
sdo reguladas por hormdnios vegetais, dentre eles, o acido salicilico (AS) (Otalora et al., 2020).
O AS ¢ um elicitor fundamental na resposta das plantas a essas interagdes, pois atua como
modulador de expressdo génica e influencia a biossintese dos metabolitos secundarios (Hayat
atal., 2010; El-Esawi et al., 2017; Arif et al., 2020). O AS influencia tanto na quantidade quanto
qualidade de 6leos essenciais (OEs), e melhora o desempenho da bioatividade ao acumular
maior quantidade de compostos de interesse e/ou induzir a sintese de novos compostos sem
alteragdes significativas dos principais componentes (Rowshan et al., 2010; Sharkhiz;
Goudarzi, 2013; Afkar 2023; Santos et al., 2024). Com 1 mM de AS, o OE de Menta piperita,
melhorou a atividade antimicrobiana, aumentou a quantidade de OE e os componentes mentol,
mentona e outros monoterpenos (Afkar, 2023). Em Tagetes patula L., a aplicagdo foliar de AS
(200 mg L") elevou o rendimento do OE e alterou o perfil quimico, com aumento de compostos
como d-limoneno, linalol e a-terpinoleno (EL-Ziat et al.,2024). Assim a aplicacdo exdgena de
AS pode ser uma estratégia eficaz, econdmica, ecoldgica e rapida para aumentar a sintese de
metabolitos secundarios em escala comercial (Ali, 2021; Humbal; Pathak, 2023).

Os OEs sdo compostos por metabolitos secundarios, extraidos de plantas aromadticas,
com muitos compostos bioativos (Ageel et al., 2023). Eles possuem um grande potencial para
o controle de pragas e doencgas, por isso, t€ém sido amplamente estudados e resultados
promissores foram encontrados, com os compostos com agao anti-helmintica (Zhu et al., 2013;
Lima et al., 2022; Abdulazeez et al., 2024) que se destacam por oferecer um método de controle
alternativo a parasitos altamente resistente aos medicamentos convencionais (Sallé et al., 2019).

Haemonchus contortus ¢ um nematdodeo hematofago que causa grandes perdas

econdmicas na produ¢do de pequenos ruminantes como ovinos € caprinos, especialmente em

67



regides tropicais e subtropicais (Adduci et al., 2022). O controle mais comum para esse parasito
¢ o uso de medicamentos anti-helminticos sintéticos, como albendazol, oxfendazol,
fenbendazol, ivermectina, moxidectina, abamectina e levamisol, mas esse método tem
frequentemente resultado no aumento de cepas resistentes desses parasitos (Emery et al., 2016;
Sallé et al., 2019).

O OE por sua vez, ¢ uma alternativa promissora e sustentavel, pois tem multiplos
mecanismos de a¢ao simultaneo que dificulta o parasito a adquirir resisténcia, como danos as
membranas celulares, inibi¢ao de enzimas, desnaturagdo de proteinas, entre outros, além de
apresentar muitos compostos ativos (Katiki et al., 2016; André et al., 2018; Strbac et al., 2022;).
O OE de Nigella sativa, rico em cuminaldeido, provoca danos estruturais na cuticula do parasita
e desorganizacdo da morfologia do parasita, estimula a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS), que levam a morte celular e inibem da eclosdo de ovos (Goel et al., 2020).
Ja o OE de Boswellia dalzielli demonstrou alta atividade ovicida com 90% de inibi¢ao da
eclosdo dos ovos ¢ 100% de mortalidade das larvas (Abdulazeez et al., 2024).

Diante disso, utilizar um elicitor como o AS pode ser uma alternativa vidvel para a
producdo de compostos bioativos eficazes no combate desse parasito. Assim, o objetivo deste
trabalho foi caracterizar a composi¢cdo quimica do dleo essencial de D. riparius com e sem

aplicagdo de acido salicilico e avaliar sua atividade anti-helmintica contra H. contortus.

2. METODOLOGIA

2.1 Material vegetal e cultivo

As plantas de D. riparius foram cultivadas na casa de vegetagao da Pos-Graduacdo em
Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA), Sdo Luis, MA, Brasil (2°
31' 51" S, 44° 18' 24" W). As plantas foram propagadas por meio de estaquia das matrizes
mantidas em vasos na casa de vegetacao. Para isso, foram utilizadas estacas com 10 cm de
comprimento, contendo dois entrends e quatro gemas axilares. As folhas e o &pice foram
removidos, ¢ a base das estacas foram cortadas em corte chanfrado para aumentar a superficie
de contato com o substrato comercial Carolina do Solo® (Santa Cruz do Sul, RS, Brasil) (Table
S1) e terra preta (1:1, v/v). Aos 30 dias apds o plantio, foi realizada a fertirrigacdo com 100 mL
em cada vaso (Plantpar® Industria e Comércio de Fertilizantes LTDA, Umuarama, PR, Brasil;
ver Tabela S1). As estacas foram mantidas sob sombrite com 50% de entrada de luz e com
sistema de irrigacao por microaspersao acionado por 1 minuto a cada 3 horas, das 6:00 as 18:00
horas de abril a junho de 2024. Um espécime de comprovagao foi depositado no herbario Rosa

Mochel da Universidade Estadual do Maranhdo sob o namero SLUI 9866.
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2.2 Aplicacao de acido salicilico

Para o tratamento com acido salicilico, foi pulverizada uma solugdo de 100 uM de AS
(Isofar®, Duque de Caxias, RJ, Brasil) nas folhas das plantas, enquanto o tratamento controle
recebeu apenas agua destilada (Santos et al., 2024). Um total de 15 mL planta™ de ambos os
tratamentos foram aplicados as 7 horas da manha, a partir de 45 dias de cultivo com
pulverizador plastico portatil com capacidade de 500 mL (Nobre®, Biguagu, SC, Brasil) até que
as folhas se apresentassem completamente imidas. As aplicacdes foram realizadas em dias
alternados, totalizando 11 aplicag¢des por 21 dias, com solugdo controle (0 uM - apenas agua
destilada) e AS 100 uM, que foi preparada dissolvendo-se AS em agua destilada (Isofar®,
Duque de Caxias, RJ, Brasil).

2.3 Extracio de OE de D. riparius

As folhas foram de coletadas aos 66 dias apds o plantio, sendo entdo secas em estufa
(SolidSteel®, Piracicaba, SP, Brazil) por 72 horas a 45° C. Em seguida, as folhas de D. riparius
foram submetidas a hidrodestilacdio usando um aparelho do tipo Clevenger, onde foram
colocados em um baldo de 1000 mL, 20 g de massa seca por 3 horas.

Apbs a extragdo (em triplicata), o material foi centrifugado a 3000 rpm por 3 minutos
e seco com sulfato de sodio anidro P.A (ISOFAR, RJ, Brasil). O rendimento do OE foi calculado
com base na massa seca do material vegetal usada, umidade relativa, volume do OE obtido
depois de finalizado a extracdo e a densidade do OE (Lima et al., 2022). Para as plantas de D.
riparius tratadas com 4cido salicilico o OE sera identificado como DRA, e para plantas sem o

acido salicilico o OE sera DRO.

2.4 Analise da composi¢cao quimica

A composicdo quimica foi analisada por cromatografia de fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) em sistema Shimadzu QP 2010 ultra com a injecao de 1 pL
de solucao 3:500 de 6leo em hexano (auto injetor AOC-201), foi usado uma coluna capilar de
silica Rtx-5SMS (Restek, EUA) de 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno
revestido com 5%-difenil/95%-dimetil-polisiloxano (0,25 pm de espessura do filme). A
temperatura do forno do CG foi programa de 60 °C a 240 °C (10 min) a 3 °C/min, as
temperaturas do injetor (split 1:20), linha de transferéncia e cdmara de ionizacao foram de 250,
250 e 200 °C, respectivamente. Hélio foi usado como gés de arraste a com fluxo de 1mL min
!, Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletronico a 70 eV com scans automaticos

(varredura) na faixa de 35 a 400 daltons a 0,30 scans s™'. A identificagdo dos componentes foi
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baseada no tempo e indice de retengdo linear (série de n-alcanos C8-C40), na interpretagdo e
compara¢do dos espectros de massas obtidos com as bibliotecas Adams 2006, Nist 2011 e

FFNSC 2.

2.5 Manutencio da cepa de H. contortus

Ovos de H. contortus foram obtidos de ovinos doadores com infecgao especifica de H.
contortus. Todo procedimento de manutengdo de cepa e animais foram feitos de acordo com
guias do comité de ética da Universidade Federal do Maranhao e aprovado por este comité sob

o numero de protocolo 23115.002630/2023-21.

2.6 Teste de eclodibilidade de ovos de Haemochus contortus

Os ovos de H. contortus foram coletados das fezes diretamente da ampola retal de
ovinos infectados artificialmente de acordo com Coles et al. (1992). Os ovos foram recuperados
em uma solucgdo saturada de NaCl, e logo ap6s essa solugdo de ovos foi lavada com agua trés
vezes para eliminar o sal, com posterior ressuspensao em agua destilada. Em uma placa de 24
po¢os uma suspensdo de aproximadamente 100 ovos foi colocada dentro de cada pogo e 100
pL de cada tratamento (OE de D. riparius) foram adicionados. Os tratamentos foram diluidos
em Tween 3% em 12 concentragdes (10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.313, 0.156, 0.078, 0.039, 0.020,
0.010 e 0.005 mg mL™). Como controle negativo foi utilizado o Tween 3%. Todas as
concentracdes dos testes foram realizadas em triplicata. Os testes foram incubados em 27 °C e
UR > 80%, e ap6s 48 h, a eclodibilidade dos ovos foram analisadas em microscopio invertido.
Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA,
USA), obtendo a concentragdo inibitoria para 50% (Cls0%) das populagdes estudadas. O OE de
D. riparius foi considerado significativo (P < 0,05) quando nao houve sobreposi¢ao entre os

intervalos de confiancas (ICs) dos valores de Clso (Roditakis et al., 2005).

3. RESULTADOS

3.1 Analise de composicio do o6leo essencial

O rendimento do OE de D. riparius foi de 1,64% para as plantas tratadas com &cido
salicilico (DRA), e 1,72% para plantas sem o acido salicilico (DR0). Os 6leos essenciais foram
analisados por cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), e
seus constituintes identificados estdo listados na tabela 1.

A composi¢do quimica dos oleos essenciais de D. riparius amostras DRO e DRA nao
diferiram a respeito dos constituintes majoritarios. Os principais constituintes de D. riparius
(>2%), amostra DR0O e DRA foram: endo-fencol (36,13%; 35,88%) endo-acetato de fenchila
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(39,82%; 38,41%), (E)-cariofileno (7,93%; 6,66%) e 6xido de cariofileno (3,16%; 2,85%)
totalizando 87,04 e 83,8% da composi¢do do OE, respectivamente.

Tanto nas amostras das plantas tratadas como as nao tratadas com AS, os monoterpenos
oxigenados endo-acetato de fenchila e endo-fenchol foram os constituintes majoritarios,
seguidos do hidrocarboneto sesquiterpénico (E)- cariofileno e o sesquiterpénico oxigenado
oxido de cariofileno. Em geral as amostras de DRO apresentaram 49 constituintes, enquanto
DRA apresentou 54 (tabelal). Apesar disso, foi possivel observar variagdes nos constituintes
minoritarios das amostras estudadas tal como, os constituintes alcool: hexenol e terpinem-1-ol,
monoterpenos: o-pinene, sabineno, aldeido: neral e geranial, sesquiterpeno: p-elemeno,
epoxido: Cis — epoxido de piperitona, estdo presentes apenas na amostra DRA, enquanto o

sesquiterpeno (Z) -cariofileno apenas em DRO

Tabela 1. Constituintes dos 6leos de Dizygostemon riparius com aplicacdo foliar de acido

salicilico (100 uM) (DRA) e sem aplicacdo de acido salicilico (DRO).

Rendimento do 6leo essencial (%) 1,72 1,64

DRO DRA
Constituintes do 6leo (%) Rlcale  RlLit % Rlcalc RlILit %
Hexenol - - - 850 850 0,01
Santolina Triene 907 906 0,01 907 906 0,25
a-Thujene 926 925 0,03 926 925 0,28
o-Pinene - - - 933 932 0,08
NI - - - 943 - 0,02
o-Fencheno 946 945 0,17 946 945 1,61
Sabineno - - - 972 972 0,02
a-Terpineno 1016 1014 0,03 1016 1014 0,10
p-Cymeno 1023 1020 0,72 1023 1020 1,7
NI 1025 - 0,17 1025 - 0,20
Limoneno 1027 1024 0,09 1025 1024 0,23
NI 1046 - 0,05 1046 - 0,06
y-Terpineno 1057 1054 0,17 1057 1054 0,33
Cis-Sabineno 1065 1065 0,08 1065 1065 0,13
Fenchone 1087 1087 0,33 1087 1087 0,39
Trans-Sabineno 1098 1098 0,33 1098 1098 0,38
endo-Fenchol 1116 1114 36,13 1116 1114 35,88
Trans- p-Mentha-2,8-dien-1-ol 1120 1119 0,15 1120 1119 0,16
Trans-Pineno hidratado 1121 1119 0,11 1121 1119 0,11
Terpinen-1-ol - - - 1133 1130 0,03
NI 1138 - 0,03 - - -
Eucarvona 1153 1150 0,04 1153 1150 0,05
NI 1167 - 0,13 1167 - 0,14
NI 1169 - 0,06 1169 - 0,06
Terpinen-4-ol 1176 1174 1,07 1176 1174 1,02
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p-Cymeno-8-ol 1184 1182 0,33 1184 1182 0,35

a-Terpineol 1189 1190 0,35 1190 1190 0,32
endo-acetado de fenchila 1222 1218 39,82 1222 1218 38,41
Nerol 1227 1127 0,08 1225 1127 0,04
Neral - - - 1239 1235 0,06
Cis- epoxido de piperitona - - - 1256 1253 0,04
Geranial - - - 1269 1264 0,10
Timol 1285 1289 0,12 1285 1289 0,13
NI 1291 - 0,03 - - -
NI 1294 - 0,11 1294 - 0,09
Carvacrol 1300 1298 0,23 1300 1298 0,21
NI 1308 - 0,42 1308 - 0,44
NI 1351 - 0,11 1351 - 0,08
NI 1354 - 1,63 1354 - 1,67
NI 1386 - 0,05 1386 - 0,05
B-Elemeno - - - 1391 1389 0,03
NI 1398 - 0,09 1398 - 0,09
(Z)- epoxido de piperitona 1406 1409 0,04 - - -
(E)- Cariofileno 1419 1417 7,93 1419 1417 6,66
B- Cariofileno 1426 1417 0,05 1426 1417 0,06
NI 1449 - 1,97 1449 - 1,83
o-Humuleno 1452 1452 0,80 1452 1452 0,7
Germacreno B 1551 1558 0,03 1551 1558 0,03
NI 1574 - 0,28 1574 - 0,29
Oxido de cariofileno 1582 1582 3,16 1582 1582 2,85
Epodxido 11 de humuleno 1607 1608 0,14 1607 1608 0,12
Cariofila -4(12),8(13)-dien-5-a-ol 1631 1639 0,30 1631 1639 0,24
Cariofila -4(12),8(13)-dien-5-p-ol 1635 1639 1,04 1635 1639 0,87
Pogostol 1653 1651 0,31 1653 1651 0,24
14-hydroxy-9-epi-(E)- Cariofileno 1670 1668 0,29 1670 1668 0,21
NI 1838 - 0,18 1838 - 0,12
NI 1911 - 0,07 1911 - 0,06
Fitol 2111 2114 0,07 2111 2114 0,07
Total (%) 99,9 99,6

N.L = Nao identificado; Rlcac= Tempo de retencdo calculado (on Rxi-5 ms column); Rl ;= Tempo de retengdo da
literatura (adams (2007)

3.2 Atividade anti-helmintica

Os resultados dos testes de eclodibilidade para OEs de D. riparius em ovos de H.
contortus demostraram atividade anti-helmintica com taxa de inibi¢do variavel dependendo da
dose, mas com eficacia de 100% quando usado uma concentragio de 10 mg mL™! de OEs de D.
riparius tratadas com acido salicilico (DRA) (Figura 1). O 6leo de DRA exibiu menor
concentragio inibitoria (Clsp =0.58 mg mL™) contra ovos de H. contortus do que o 6leo

essencial das plantas DRO (Clso = 1.99 mg mL™') (Tabela 2). Assim, nossos resultados
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demonstraram que o acido salicilico potencializa os efeitos de D. riparius em inibir a eclosao

de ovos desse parasito e pode auxiliar em um controle eficiente da espécie.

Eclodibilidade de Ovos H. contortus

-~ DRO
& DRA

0 T T T
0 2 4 6 8 10

Inibicdo da ecloséo de ovos (%)

Dose (mg/mL™)

Figural. Porcentagem inibicdo da eclosdo de ovos de Haemonchus contortus em fun¢ao da
dose testada de D. riparius sem acido salicilico (DRO) e D. riparius com éacido salicilico (DRA).

Tabela 2. Concentracio inibitoria (Clso) dos d0leos essenciais de Dizygostemon riparus
tratadas com e sem acido salicilico.

Compostos Clso (mg mL-") CI95% R?
Dizygostemon riparius 1,997 1,878-2,124 0,99
Dizygostemon riparius/

Acido salicilico

0,5792 0,5310-0,6320 0,98

4. DISCUSSAO

Os principais constituintes presentes nas amostras aqui estudadas sdo os mesmos
encontrados em OE de D. riparius coletadas no local de origem (Brandao et al, 2020; Galvao
et al., 2023). Brandao et al (2020), no entanto, conseguiram identificar apenas 34 constituintes
incluindo os majoritarios e minoritarios, enquanto Galvao et al (2023) identificaram 46
constituintes e nesse trabalho foram identificados 41. E importante salientar que fatores
ambientais, como disponibilidade de agua e nutrientes no solo, luz solar, os efeitos circadianos
e sazonais, entre outros podem alterar a composi¢ao quimica do OE (Cruz et al., 2023; Galvao

et al., 2023). Além dos fatores ambientais, a aplica¢do de elicitores exdgenos podem alterar o
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metabolismo secundérios das plantas (Mohammadi et al., 2019). O AS ¢ um elicitor
naturalmente encontrado nas plantas e atua principalmente na producao de compostos de defesa
e outros metabolitos secundarios (Chaichana; Dheeranupattana, 2012).

A aplicacdo do AS na D. riparius contribuiu para uma modificagdo na composi¢ao
quimica do OE, porém, ndo afetou os principais constituintes. Estes resultados estdo de acordo
com os encontrados em outras espécies como Mentha piperita que ao receber tratamento com
AS (0,5 e 1 mM) apresentou alteracao na quantidade e na composi¢ao dos OEs, como o aumento
nos niveis de compostos como mentol € mentofurano, que sao conhecidos por suas propriedades
antimicrobiana (Afkar 2023). Em Thymus vulgaris as plantas estressadas pela seca de 25% de
capacidade de campo, a aplicagdo foliar de AS (2,0mM) aumentou o conteudo ainda mais o
rendimento do OE (1 + 0,06 %v/p) no qual foi significativo em comparagdo ao controle (0,7 £
0,08 %v/p), além disso, o AS (até 2mM) aumentou o conteudo de timol e p-cimeno em
comparagao as plantas estressadas sem o AS (Khalil et al., 2018).

Em Eryngium foetidum o AS (100 uM) modulou o perfil quimico do OE em plantas
bem irrigadas, nesse caso, 0 AS pode ajudar a aumentar a producdo de um composto de interesse
(Santos et al., 2024). Em Plectranthus tenuiflorus o AS (0,5 mM) aumentou o rendimento do
OE e as concentragdes de timol, carvacrol e terpenos em comparagao as plantas sem AS (Jalal
et al., 2012). A modulagdo do perfil de OEs pelo AS também foi observada em Thymus
kotschyanus e Thymus vulgaris (Mohammadi et al., 2019), Thymus daenensis Celak. (Pirbalouti
etal., 2013)

Essas variagdes acontecem devido ao AS desempenhar um papel de acdo nas respostas
de defesa das plantas, através de sinalizacdo que provoca a sintese e acumulacdo de muitos
metabolitos secundarios (Ma et al., 2017; Golkar et al, 2019). A aplicacdo exdgena do AS
aumenta a expressdo génica nas vias de biossintese desses compostos, € esse aumento pode
influenciar na qualidade e quantidade dos OEs e melhorar as propriedades de bioatividade (Ali
2021).

Em estudos anteriores, foi demonstrado que o OE de D. riparius apresenta bioatividade
contra fungos da espécie Colletotrichum gloeosporioides (Corréa et a., 2023), 4caros
Tetranychus neocaledonicus (Ferreira et al., 2024) e larvas de Aedes albopictus (Brandao et al.,
2020). Estes trabalhos demostram o potencial inseticida e antiparasitario do OE de D riparius,
porém, ainda ndo ha relatos sobre a sua bioatividade contra helmintos. O efeito anti-helmintico
dos OEs de D. riparium em inibir a eclosdo de ovos de H. contortus observado aqui pode estar

associado ao carater hidrofobico e baixa polaridade do OE, que pode permitir uma melhor
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penetracdo nos tecidos dos parasitos (Branddo et al.,2020), e assim romper as membranas
celulares e interferi no funcionamento celular dos helmintos (Goel et al., 2020).

O uso de OEs de outras espécies de plantas ja foram testados em helmintos resistentes
aos anti-helminticos presente no mercado, e foi confirmado que o seu uso € seguro para a saude
dos animais e humanos (Abubakar et al., 2024; Kandil et al., 2024). O OE de Boswellia dalzielii
testado contra H. contortus, teve resposta de 90% em inibir a eclosdo dos ovos (LCso= 25 mg
mL?) e efeito de 100% na atividade larvicida contra larvas L3 (LCso=21 mg mL™?) (Abdulazeez
et al., 2024). Arisaema franchetianum (ICso = 1,63 mg mL™) e Arisaema lobatum (ICso= 0,73
mg mL) foi eficiente também na eclodibilidade dos ovos (ICso = 1,10 mg mL™) e IC50 = 0,48
mg mL™ foram eficazes contra as larvas de H. contortus (Zhu et al., 2013).

Nossos resultados também demonstraram que os OEs de D. riparius foram eficazes na
inibicao da eclodibilidade dos ovos de H. contortus com taxa de inibi¢ao de 100% quando usado
uma concentragdo de 10 mg mL!. Além disso, o OE de plantas tratadas com AS (100 uM)
exibiu menor concentrago inibitéria (CIso =0.58 mg mL™') do que o OE das plantas que nio
receberam AS (Clso = 1.99 mg mL™"), portanto, tanto o OE de D. riparius com AS como o sem
AS pode oferecer uma alternativa vidvel para o controle de nematddeos H. contortus, com
destaque para o OE com AS sendo mais eficiente. Tais mudancgas na concentragdo de compostos
bioativos deste OE podem ter sido devido a alteragdes na composi¢cdo quimica do OE apos o
tratamento das plantas com AS, todavia, ndo foi possivel identificar qual composto melhorou
as propriedades anti-helminticas do OE de D. riparius, sendo necessarios outros estudos para
avaliar os efeitos dos compostos aqui encontrados separadamente. Porém, compostos como
timol, carvacrol e limoneno demonstraram eficidcia contra H. contortus e podem ser

considerados promissores no controle de nematddeos gastrointestinais (Katiki et al., 2016).

5. CONCLUSAO

Os nossos resultados demonstraram que o OE de D. riparius ¢ eficiente contra H.
contortus. Além disso, o acido salicilico, alterou a composicao do 6leo essencial de D. riparius,
porém ndo alterou seus constituintes majoritdrios, e ao alterar a composi¢do do OE,
potencializou suas propriedades anti-helmintica. A reducdo significativa no Clso apds a
elicitacdo com AS sugere que esse tratamento induziu a produgdo de metabolitos secundarios
com maior atividade antiparasitaria em D. riparius contra H. contortus. A comparacgao direta
das concentragdes inibitdrias aponta para a elicitagdo como uma estratégia promissora para

aumentar a eficacia de compostos naturais no controle de H. contortus.
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CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacao de 4cido salicilico (SA) a 100 uM efetivamente mitiga alguns dos impactos
prejudiciais da salinidade em plantas de D. riparius, particularmente sob salinidade moderada
(200 mM NaCl) e potencializa a producdo de metabdlitos secundérios com maior inibi¢do de
eclosdo dos ovos de H. contortus.

O tratamento com AS manteve a biomassa seca, melhorou o teor relativo de agua e
aumentou a eficiéncia da carboxilagdo, sugerindo que o AS suporta o aparato fotossintético € o
balango hidrico sob estresse de salinidade. Além disso, a aplicagdo de AS reduziu a perda de
agua por transpiracao e melhorou a eficiéncia intrinseca do uso da dgua, que sdo essenciais para
manter a homeostase celular em condi¢des salinas.

O AS alterou a composicao do 6leo essencial de D. riparius, porém ndo alterou seus
constituintes majoritarios, e ao alterar a composi¢do do OE, melhorou suas propriedades anti-
helminticas, mas ¢ importante ressaltar que o OE de D. riparius sem o tratamento com AS ja
apresenta propriedades anti-helminticas contra H. contortus. A comparacao direta dos IC50 e
IC95% aponta para a elicitagdo como uma estratégia promissora para aumentar a eficacia de
compostos naturais no controle de H. contortus.

Este estudo, portanto, destaca o potencial do AS como biorregulador para o cultivo de
plantas de D. riparius em ambientes salinos e como pode potencializar a produgdo de

compostos de interesse em Oleos essenciais.
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Figure S1. Gas exchange parameters and maximum quantum yield of photosystem II of
Dizygostemon riparius plants treated without and with salicylic acid (0 and 100 uM for twenty-
one days), and grown under different salinity levels (0, 200, and 400 mM NaCl for six days).
Values represent means =+ standard error (n=5). A) Net carbon assimilation — A; B) Stomatal
conductance — gs; C) Internal CO; concentration — Ci; D) Transpiration rate — E; and E)
Maximum quantum yield of photosystem II — Fv/Fm.
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Table S1. Macronutrient and micronutrient composition (%) of fertigation solutions Plantpar
Red Flex and Blue Flex. Manufacturer’s recommendation: Add 4.2 g of Blue Flex and 4.2 g of

Red Flex per 10 liters of water.

Fertigation Plantpar

Red Fex

Nutrients

Quantity (%)

Blue Flex

Nutrients Quantity (%)

N
Mg
S
P20s
K20

Cu
Co
/n

Fe
Ni

9.0
0.6
3.0
9.0
37.0
0.048
0.031
0.002
0.019
0.048
0.009
0.148
0.006

N 13.0
Ca 15.5
Mg 2.85
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