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RESUMO

BRITO, A. C. Emergéncia de plintulas e propriedades do pdlen e do
estigma do manjericio cultivar Maria Bonita com vistas a hibridacao
artificial. Vitéria da Conquista-BA: UESB, 2009. 69 p. (Dissertagdo — Mestrado

em Agronomia, Area de Concentragdo em Fitotecnia)”

O Ocimum basilicum, cv. Maria Bonita, conhecido como manjericdo, € uma
espécie da familia Lamiaceae, que apresenta propriedades aromdticas,
condimentares e medicinais. E muito apreciado por ser rico em 6leos essenciais,
que sdo destinados para as industrias farmacéuticas, cosméticas e de alimentos.
Conhecer a biologia floral da espécie é de fundamental importancia para subsidiar
programas de melhoramento genético para a otimizagdo na producdo de seu 6leo
essencial. O objetivo deste trabalho foi estudar a emergéncia das plantulas e as
propriedades do pdlen e do estigma do manjericao (cultivar Maria Bonita) com
vistas a hibridacdo artificial. As investigacdes foram conduzidas na Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia-UESB, Campus de Vitéria da Conquista-BA, em
condi¢cdes de campo e nos Laboratérios de Biotecnologia, Fitopatologia e da
Biofédbrica, no periodo de maio de 2007 a novembro de 2008. O teste de
emergéncia foi em delineamento em blocos casualizados, com quatro tratamentos
(substratos) e oito repeti¢des, sendo os substratos utilizados o solo; solo + areia +
hdmus (1:1:1); vermiculita e o Topstrato®. Alguns aspectos da biologia floral
foram analisados como: diagnose floral; determinagdo da antese; disponibilidade,
viabilidade, germinac@o in vitro e conservabilidade dos graos de podlen e
receptividade dos estigmas. Foi verificado que o manjericio apresenta antese
diurna, assincronica, e com a maxima abertura de flores entre 10:00 e 11:00 h. Os
diferentes substratos utilizados ndo apresentaram diferencas quanto a emergéncia e
indice de velocidade de emergéncia (IVE). Quanto ao estudo do pdlen foi
verificado que a viabilidade foi elevada ao longo do dia. Sua conservagao por até
90 dias demonstrou bons niveis de viabilidade. Houve baixa percentagem de graos
de pélen formando tubos polinicos nos meios de cultura testados. O estigma
apresentou receptividade desde a pré-antese. Estas informagdes sdo relevantes
para os melhoristas que desejam fazer selecdo de gendtipos ou hibridacdes em
programas de melhoramento, contribuindo para aumentar o potencial da espécie
que ja se destaca como produtora de compostos volateis.

Palavras-chave: Ocimum. Cruzamentos Controlados. Fitomelhoramento.
Viabilidade. Conservacao.

* Orientador: Cldudio Licio Fernandes Amaral, D.Sc., UESB e Co-orientadora: Tiyoko
Nair Hojo Reboucas, D.Sc., UESB.



ABSTRACT

BRITO, A. C. Seedling emergence and properties of pollen and stigma of
basil cultivar Maria Bonita for the artificial hybridization.Vitéria da
Conquista-BA: UESB, 2009. 69 p. (Dissertacdo — Mestrado em Agronomia,
Area de Concentragio em Fitotecnia)®

The Ocimum basilicum, cv. Maria Bonita, known as basil, is a species of the
Lamiaceae family, which has aromatical, condimentar and medicinal properties.
It is much appreciated for being rich in essential oils, which are used to
pharmaceuticals, cosmetics and food production. To study the floral biology of
the species is of fundamental importance to support breeding program to
optimize the production of its essential oil. The aim of this work was to study
seed germination and properties of pollen and stigma of basil (Maria Bonita
cultivar) for the artificial hybridization. The investigations were conducted at the
Bahia Southwest University-UESB, Campus de Vitéria da Conquista-BA/
Brazil, in the field conditions and Laboratories of Biotechnology,
Fhytopathology and Biofactory from March 2007 to November 2008. The
emergency was in randomized block design with four treatments (substrates) and
eight repetitions, and the substrates used in the soil, sand+soil+humus (1:1:1),
vermiculite and Topstrato®. Some aspects of floral biology have been analyzed
as: floral diagnosis, determination of anthesis; disponibility, viability, in vitro
germination, conservation of grain of pollen and the stigma receptivity. It was
found that the basil presents diurnal anthesis, asynchronous, and the maximum
opening of flowers between 10 and 11h. The different substrates used showed no
differences in the emergence and emergence speed index (IVE). As the study of
pollen was found that the viability was high throughout the day. Their
preservation for up to 90 days showed good levels of viability. Low percentage
of pollen grains forming pollen tubes in culture medium observed. The stigma
receptivity made from pre-anthesis. This information is relevant to breeders who
wish to selection of genotypes or hybridizations in breeding programs,
contributing to increase the potential of the species that already stands out as
producing volatile compounds.

Keywords: Ocimum. Artificial hybridization. Plant Breeding. Viability.
Conservation.

* Adviser: Cldudio Licio Fernandes Amaral, D.Sc., UESB e Coadvise: Tiyoko Nair
Hojo Reboucas, D.Sc., UESB.
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1 INTRODUCAO

Acredita-se que a utilizacdo de plantas medicinais como terapia
preventiva e/ou curativa seja tdo antiga quanto o proprio homem (MARTINS e
outros, 1994). Com a enorme populagdo de seres humanos na Terra, os altos
indices de doencas existentes que afligem a humanidade e o aumento do nimero
de patégenos que debelam a saide e o bem-estar das pessoas, torna-se evidente a
dependéncia aos efeitos terapéuticos das plantas (OLIVEIRA, J. e outros, 2001).

Algumas espécies aromadticas e condimentares, além de fornecedoras de
6leos volateis ou essenciais, sdo também medicinais e estdo presentes no
cotidiano da populacdo. Estas plantas, ou as substincias delas extraidas, tém sido
usadas como flavorizantes, aromatizantes e terapéuticos nas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética (VERLET, 1992).

O género Ocimum L. (Lamiaceae) compreende, aproximadamente, 50
espécies (MIELE e outros, 2001) que se distribuem amplamente no planeta,
sobretudo nas regides tropicais e subtropicais (VIEIRA; SIMON, 2000), muitas
das quais empregadas pelas comunidades como medicinais, na culindria e no
controle de pragas na agricultura. Suas espécies sdo todas ricas em Oleos
essenciais (GRAYER e outros, 1996). A cultivar Maria Bonita (Ocimum
basilicum L.), também conhecida popularmente como manjericdo € utilizada
como aromatizante. No Brasil, ela é cultivada, principalmente, por pequenos
produtores rurais da regido Nordeste para a comercializagdo da planta como
condimento (BLANK e outros, 2004; TEIXEIRA e outros, 2002;
ALBUQUERQUE; ANDRADE, 1998).

Além do uso in natura, o manjericdo é muito utilizado para a obtengao
de dleo essencial, importante na indudstria de perfumaria e na aromatizagdo de
alimentos e bebidas (FERNANDES e outros, 2004; MAROTTI e outros,1996).

Seu 6leo essencial também apresenta propriedades inseticidas e repelentes
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(UMERIE e outros, 1998) e, segundo Bhatnagar e outros (1993), contra os
mosquitos Anopheles stephensi, Aedes aegypti e Culex quinquefasciatos. Tém
sido demonstradas ainda, atividades antimicrobianas e na conservagdo de graos
(MONTES-BELMONT; CARVAJAL, 1998).

Com a crescente utilizagdo de plantas medicinais, torna-se necessario
aprimorar o conhecimento sobre suas espécies, visando facilitar o manejo das
mesmas, otimizando o aproveitamento de seus principios ativos (CORREA Jr. e
outros, 1991), vislumbrando o grande potencial de mercado, interno e externo.

O estudo da biologia floral é de fundamental importincia tanto para
subsidiar a condugdo de programas de melhoramento genético de plantas, pois
auxilia na defini¢ao de métodos mais apropriados a serem usados, quanto para o
correto manejo de determinada cultura (OLIVEIRA e outros, 1999).

O incremento na producdo do manjericdo apresenta relevancia social,
uma vez que as propriedades estimulantes, anti-gripal, diurética, anti-
espasmddica, etc, dos chds preparados de suas folhas e inflorescéncias sdo
amplamente difundidas nas comunidades de baixa renda do semi-drido
nordestino, sendo uma alternativa aos medicamentos alopdticos no tratamento de
diversas enfermidades entre populacdes especiais em termos de atengdo a sauide,
como idosos e criangas recém-nascidas. Transferir tecnologia de propagacio
desta planta medicinal a pequenos e médios produtores interessados em cultivi-
la, torna-se uma alternativa de geracdo de renda, para a comercializacdo da
matéria prima para as inddstrias, que utilizam o seu 6leo essencial.

E notdria a necessidade da inddstria nacional e instituicdes de fomento
investir em pesquisa e desenvolvimento, para que sejam alcangados os padrdes
de qualidade exigidos pelo mercado. Apesar de constantes estudos, ainda sio
poucas as informagdes acerca de algumas espécies, principalmente do
manjericdo (cv Maria Bonita), sendo relevante aprimorar os conhecimentos

sobre alguns aspectos da biologia floral.
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Este trabalho tem como objetivo estudar a emergéncia das plantulas e as
propriedades do pdlen e do estigma do manjericdo cultivar Maria Bonita com
vistas a hibridacdo artificial, dada a grande relevdncia farmacoldgica e a

condi¢do aromadtica e condimentar desta planta.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Fitoterapia

A utilizagdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e
prevengao de doengas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade (ROCHA, 2002; LOPEZ, 2006). A fitoterapia permite que o ser
humano se reconecte com o ambiente, acessando o poder da natureza para ajudar
o organismo a normalizar fung¢des fisioldgicas prejudicadas restaurar a
imunidade enfraquecida, promover a desintoxicagdo e o rejuvenescimento
(FRANCA e outros, 2008).

O Brasil € o pafs com a maior diversidade genética vegetal do mundo,
contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre
350.000 e 550.000. Em contrapartida, apenas 8% das espécies vegetais da flora
brasileira foram estudadas em busca de compostos bioativos e 1.100 espécies
vegetais foram avaliadas em suas propriedades medicinais (SIMOES e outros,
2003).

No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Satide (OMS)
divulgou que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam
das ervas terapéuticas como Unica forma de acesso aos cuidados bésicos de
saude (AKERELE, 1993). Além disto, aproximadamente, 120 medicamentos
utilizados na medicina sdo provenientes diretamente de plantas, enquanto que
muitos outros fairmacos s@o obtidos por semi-sintese de produtos vegetais ou por
sintese baseada em moléculas vegetais precursoras (PEZZUTO, 1997).

Segundo Funari e Ferro (2005) a distribui¢do mundial do mercado de
fitoterapicos em 2001 foi de 3,9 bilhdes de ddlares na América do Norte, US$
6,9 bilhdes na Europa, US$ 5,1 bilhdes na Asia, US$ 2,3 bilhdes no Japao, US$
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600 milhdes na América do Sul e US$ 800 milhdes nos demais paises e regides,
totalizando US$ 19,6 bilhdes.

Avaliando a situacdo deste mercado extremamente promissor, verifica-
se que os processos de extragcdo de substincias terapéuticas de plantas
medicinais brasileiras vém sendo patenteado por empresas estrangeiras. Ha
enorme interesse por parte de grandes empresas multinacionais nesse setor da
indudstria, uma vez que elas sdo capacitadas tecnologicamente para a nova
tendéncia de mercado (ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS, 1998).

O desenvolvimento de fitoterdpicos inclui vérias etapas e envolve um
processo interdisciplinar, multidisciplinar e interinstitucional. Estes produtos
naturais podem ser tdo eficientes quanto os produzidos pela sintese quimica,
contudo a transformacdo de uma planta em um medicamento deve visar a
preservacdo da integridade quimica e farmacoldgica do vegetal, garantindo a
constancia de sua acdo bioldgica e a sua seguranca de utilizacdo, além de
valorizar seu potencial terapéutico. As dreas de conhecimento envolvidas vao
desde a etnobotanica, botinica, agronomia, ecologia, quimica, fitoquimica,
farmacologia, toxicologia, biotecnologia, quimica orginica até a tecnologia
farmacéutica (TOLEDO e outros, 2003; LOPEZ, 2006; MIGUEL; MIGUEL,
1999).

Nos udltimos anos, vem ocorrendo no Brasil um aumento acentuado no
uso de plantas medicinais. Esse fato estd associado ndo somente ao consumo
pela populacdo rural em geral, mas também, e principalmente, ao consumo
associado a programas oficiais de saide. O sistema puiblico de saide no Brasil
ndo possui uma politica de assisténcia farmacéutica capaz de suprir as
necessidades medicamentosas da populagdo, sobretudo no nordeste brasileiro,
onde a populagdo carente apresenta dificuldades para obter os medicamentos
essenciais, bem como adoece muito mais (COSENDEY e outros, 2000;

MATOS, 1998).
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Conforme Fuzér e Souza (2003), a utiliza¢do de plantas medicinais para
producdo de medicamentos apresenta uma melhor relagdo custo/beneficio
quando comparada aos produtos sintéticos, pois sua agc@o bioldgica € eficaz com
baixa toxicidade e efeitos colaterais, além de apresentar um custo de produgdo
inferior e, conseqiientemente, um preco de venda menor.

Com a descentralizagdo do poder publico, atualmente no pais, o
municipio atinge a gestdo plena, com autonomia para implantar programas de
assisténcia a saide, quando necessdrios (VIANA e outros, 2002; VIANNA;
DAL POZ, 1998). Desta forma, alguns estados e municipios brasileiros vém
realizando nas duas dltimas décadas a implanta¢do de Programas de Fitoterapia
na atengdo primdria a sadde, com o intuito de suprir as caréncias
medicamentosas de suas comunidades (OGAVA e outros, 2003; MICHILIS,
2004). Nesse sentido, o estado brasileiro instituiu a Portaria n°22/1967 da
Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria e a Resolu¢ao-RDC n°17/2000 que
classifica os fitoterdpicos como medicamentos (MINISTERIO DA SAUDE-
BRASIL, 2000).

Considerando que grande parte da cobertura da aten¢do primdria no
Brasil € realizada mediante o Programa Saude da Familia (PSF), por meio das
Unidades de Atencdo Badsicas, muitos dos programas de fitoterapia
desenvolvidos no sistema publico de satdde estdo, atualmente, vinculados ao
PSF.

Além da recomendacdo do uso, tais programas buscam o incentivo a
exploragdo e/ou a producio sustentada de plantas medicinais. Trabalhos revelam
a adog@o de programas de incentivo ao cultivo de plantas medicinais como
alternativas de diversificacdo de producdo e de renda complementar nas
pequenas propriedades rurais (PEREIRA FILHO, 2001; MAZZA e outros, 1998;
LOURENZANI e outros, 2004).
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2.2 Classificacao Botanica

A familia Lamiaceae, antiga Labiatae, apresenta ampla distribuicdo com
cerca de 300 géneros e aproximadamente 7500 espécies. Tém importancia
horticola e sao utilizadas na culinaria, na medicina caseira, na industria
farmacéutica e cosmética (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Seus membros sdo principalmente herbaceas e arbustos, e ndo se
conhece na familia epifitas, saprofitas ou parasitas (RAMAMOORTHY;
ELLIOTT, 1993). Seus caules sdo tetrangulares, folhas simples, opostas e
cruzadas sem estipulas. Com freqiiéncia as plantas estdo cobertas por pélos e de
glandulas que emitem fragrancias. O cdlice € fusionado em forma de sino ou
cone, algumas vezes bilabiadas; pétalas fusionadas pentdmeras; com quatro a
seis estames epipétalos, ovario sipero de dois carpelos fusionados, dos quais
formam 4 Idculos distintos cada um com um 6vulo basal. O fruto é do tipo
aquénio com uma semente (DOMINGUEZ-VAZQUEZ e outros, 2002).

Existe uma ampla variedade de corola e posicao estaminal dentro dessa
familia, normalmente com uma clara divisdo entre o labio superior e o inferior
(STANDLEY; WILLIAMS, 1973).

No Brasil, ocorrem cerca de 350 espécies distribuidas em 26 géneros
(SOUZA, 2005) e muitas espécies de importancia econdmica, como o alecrim
(Rosmarinus officinalis L.), erva-cidreira (Melissa officinalis L.), hortela-
pimenta (Mentha piperita L.), lavanda (Lavandula spp.), manjericao (Ocimum
basilicum L.), manjerona (Origanum majorana L.), orégano (Origanum vulgare
L.), sdlvia (Salvia officinalis L.), segurelha (Satureja hortensis L.) e tomilho

(Thymus vulgaris L.) dentre outras (KRUPPA e outros, 2008).
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2.3 Importincia do Ocimum basilicum L.

O género Ocimum é um importante grupo de plantas aromdticas que
produzem 6leo essencial rico em constituintes como: acidos fendlicos, linalol,
geraniol, citral, alcanfor, eugenol, timol 1,8-cineol, acetato de nerila, estragol ou
metilchavicol, metileugenol, cinamato de metila, farnesol, borneol, safrol e
outros compostos (GOVIN e outros, 2000), cuja demanda € muito grande para a
fabricacdo de produtos farmacéuticos, alimenticios e de perfumaria (GUPTA,
1994).

Estes compostos, por sua vez, apresentam as mais variadas atividades
farmacoldgicas, tais como: bactericida, fungicida (CHAO; YOUNG, 2000),
antiparasitdria e, até mesmo, como repelente de insetos (BAIS e outros, 2002;
WANNISSORN e outros, 2005). Segundo trabalhos realizados por Kéita (2001),
verificaram ainda efeitos como bioinseticida fumigante.

Entre as espécies do género Ocimum de maior importancia econdmica
destacam-se Ocimum basilicum L., Ocimum gratissimum L., O. americanum L.;
O. campechianum L.

O Ocimum basilicum L., popularmente chamado de manjericdo,
alfavaca, alfavaca-cheirosa ou basilico é a espécie da familia Lamiaceae mais
intensamente cultivada (MIELE e outros, 2001; OZCAN e outros, 2002; SILVA
e outros, 2005). No Brasil, o manjericdo € cultivado principalmente por
pequenos produtores rurais para a comercializagdo da planta como condimento
(TEIXEIRA e outros, 2002).

E uma planta anual ou perene, dependendo do local em que é cultivada
(BLANK, 2005), e que vem sendo utilizada para os mais diferentes fins: erva
aromdtica e medicinal, inseticida, antiparasitaria, repelente de insetos, e como
insumo de alto valor para a industria de perfumaria, cosmética e farmacéutica,

além da aromatizacdo de alimentos e bebidas (VENANCIO, 2006; LABRA e
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outros, 2004; DI CESARE e outros, 2003; MAROTTI e outros,1996;
LOUGHRIN; KASPERBAUER, 2001). E fregiiente a utiliza¢io de espécies de
Ocimum na medicina popular como febrifugo, estomdquico, anti-hemético,
analgésico, estimulante, anti-tussigeno e emenagogo. Extrai-se do Ocimum
basilicum L., Oleo essencial que possui propriedades estimulantes,
antiespasmoédicas, digestivas, carminativas e antitussigenas (CERONI, 1989).
Além de ter propriedades antiftingicas, antibacterianas e repelente de insetos
(BAIS e outros, 2002; WANNISSORN e outros, 2005).

Esta hortalica foi mais amplamente plantada apds a vinda de imigrantes
italianos para o Brasil, sendo utilizada como folhas verdes em massas,
condimento in natura e processado como folhas secas inteiras ou moidas e,
ainda, como matéria-prima para a indudstria de O6leos essenciais (VIEIRA;
SIMON, 2000).

O termo “dleo essencial” é empregado para designar liquidos oleosos
voléteis, dotados de aroma forte quase sempre agraddvel extraidos de plantas por
alguns processos especificos, sendo o mais freqiiente a destilacdo com arraste de
vapor d’dgua (CRAVEIRO e outros, 1981). Estes sdo provenientes do
metabolismo secunddrio, existentes em quase duas mil espécies de plantas
dispersas em 60 familias (LEAL, 1998). Na familia Lamiaceae, género Ocimum,

sdo produzidos por estruturas secretoras especializadas, tais como glandulas

capilares (BRADY e outros, 1981).

2.4 O Melhoramento Genético de Plantas Medicinais

O melhoramento genético vegetal proporcionou importantes conquistas
produtivas nas tltimas décadas (BOREM, 2001). E a mais valiosa estratégia
para o aumento da produtividade de forma sustentdvel e ecologicamente

equilibrada e para padronizar principios ativos, no caso de plantas medicinais e
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aromdticas. Estima-se que metade do incremento da produtividade das principais
espécies agrondmicas, nos ultimos 50 anos, seja atribuida ao melhoramento
genético (BUENO e outros, 2001).

O melhoramento de plantas nasceu com o inicio da agricultura. Na
verdade € dificil precisar se foi a agricultura que incentivou a pratica do
melhoramento de plantas pelos primeiros agricultores ou vice-versa.
Provavelmente, ambos evoluiram paralelamente na direcdo de aumentos na
qualidade e na produtividade das culturas domesticadas pelo homem (BOREM;
MILACH, 1999).

No momento que se fazem reflexdes, surgem muitas indagagdes a
respeito de como e para onde continuard evoluindo o melhoramento de plantas.
O certo é que o século XX presenciou grandes avancos na pratica do
melhoramento, como a automatiza¢do de plantio, a colheita de experimentos
com maquinaria especializada; a informatizacdo da maioria dos programas de
melhoramento no mundo e a rapidez no processamento e divulgacdo de dados.
Também os conhecimentos de genética, estatistica, bioquimica e fisiologia
associados as praticas da genética quantitativa, da mutagénese, da cultura de
células e tecidos e, mais recentemente, da biologia molecular, representam
auxilios para o melhoramento de plantas. Todos esses avancos no conhecimento
ocorridos no final deste milénio geraram grande expectativa a respeito do que
estd por vir no proximo milénio (BOREM; MILACH, 1999).

De acordo com Oliveira e outros (1999), o objetivo do melhoramento
em plantas medicinais é obter, em mesmo local de cultivo, aumento de massa
seca e/ou fresca ou, ainda, aumento do teor de principios ativos em determinado
orgido vegetal; de modo que estas caracteristicas sejam mantidas na geracio
seguinte, permitindo obter ganhos adicionais nas geragdes subseqiientes. Assim,

o produto do melhoramento em plantas medicinais € o principio ativo (composto
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quimico com efeito terapéutico) ou o fitocomplexo (conjunto de principios

ativos).

2.5 A Cultivar Maria Bonita

Blank e outros (2004) constataram a variabilidade genética de Ocimum
sp., ao realizar a caracterizacdo morfoldgica e agrondmica de 55 acessos. Esses
autores observaram variacdes genotipicas em relacdo ao teor e rendimento do
6leo essencial, e notaram genétipos promissores para o desenvolvimento de
cultivares com alto teor e rendimento de 6leo essencial rico em linalol e outros
principios ativos.

O programa de melhoramento genético da Universidade Federal de
Sergipe vem, desde o ano 2000, realizando ensaios de avaliagdo de
comportamento de acessos de manjericdo, a fim de identificar materiais de alta
producdo de 6leo essencial rico em linalol (BLANK e outros, 2007). O objetivo,
ao melhorar espécies medicinais e aromdticas, ¢ obter maior produtividade
expressada pelos caracteres quantitativos, que inclui o teor de principios ativos,
e pelos caracteres qualitativos, que inclui os tipos de principios ativos e seus
principais constituintes quimicos (KAMADA e outros, 1999).

O estudo comecou com a caracterizacdo morfoldgica, agrondmica e
quimica de acessos de manjericdo que resultou na selecdo do PI-197442 (acesso
obtido do Banco de Germoplasma North Central Regional PI Station, lowa,
State University, EUA), utilizando o método da auto-fecundagdo, apds quatro
ciclos e selecdo para o alto rendimento do O6leo essencial rico em linalol,
recebendo o nome de Maria Bonita (VENANCIO, 2006), que é a primeira
cultivar de manjericao registrada no RNC (Registro Nacional de Cultivares) pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento no Brasil em 29 de agosto

de 2007, sob o nimero 22019 (BLANK, 2005).
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A cv. Maria Bonita possui altura média de 45,50 cm, copa arredondada e
habito de crescimento ereto, o que, em conjunto, favorece a sua colheita, tanto
manual como mecanizada. Suas folhas possuem comprimento médio de 6,5 cm e
largura de 2,8 cm, largura média de copa de 45,70 cm, diametro médio do caule
de 1,32 cm. Com ciclo médio de 80 dias para o florescimento, peso de sementes
médio de 1,90 g por planta e peso médio de 1.000 sementes de 0,90 g (BLANK
e outros, 2007).

2.6 Emergéncia das plantulas

O conhecimento das condi¢des ideais para a germinagdo da semente de
uma determinada espécie é de fundamental importancia, principalmente, pelas
respostas diferenciadas que ela pode apresentar em fungdo de diversos fatores,
como viabilidade, dorméncia, condi¢cdes de ambiente, envolvendo &dgua, luz,
temperatura, oxigénio e auséncia de agentes patogénicos, associados ao tipo de
substrato para sua germinacdo (BRASIL, 1992; BEWLEY; BLACK, 1994;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Os substratos em geral tm como principal fun¢do dar sustentacdo as
sementes, tanto do ponto de vista fisico como quimico, e sdo constituidos por
trés fracdes, a fisica, a quimica e a bioldgica. As fragdes fisico-quimicas sdo
formadas por particulas minerais e organicas, contendo poros que podem ser
ocupados por ar e/ou dgua e, a fracdo bioldgica pela matéria organica (AGUIAR
e outros, 1993). Em fun¢do do tamanho e exigéncias ecofisioldgicas das
sementes quanto a umidade e luz, cada substrato € utilizado de maneira que
ofereca maior praticidade nas contagens e avaliacdo das plantulas, mantendo a
capacidade de suprir as condicdes ideais no decorrer do teste de germinagdo

(POPINIGS, 1985).
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O processo germinativo € bastante influenciado pelo substrato, pois
fatores como aeracdo, estrutura, capacidade de retencdo de 4gua, grau de
infestacdo de patdgenos, entre outros; podem variar de um substrato para outro,
favorecendo ou prejudicando a germinagdo das sementes. O substrato deve
manter uma propor¢do adequada entre disponibilidade de dgua e aeragdo, ndo
devendo permanecer umedecido em excesso para evitar que uma pelicula de
dgua envolva a semente, restringindo a entrada de oxigénio (SCALON e outros,
1993). Portanto, a escolha do tipo de substrato deve ser feita de acordo com as
exigéncias da semente em relacio ao seu tamanho e formato (BRASIL, 1992).

Por outro lado, a determinacdo do substrato € importante tanto para a
producdo de mudas como para a padronizagdo de testes de germinagdo. A
padronizacio visa a uniformidade dos resultados, permitindo a comparacao entre
diferentes laboratérios (LIMA; DORNELLES, 2002).

O substrato ideal deve ser de fécil disponibilidade de aquisicdo e
transporte, auséncia de patégenos e plantas daninhas, riqueza em nutrientes
essenciais, pH adequado, boa textura estrutura e aeracdo (SILVA e outros, 2001;
POPINIGIS, 1985).

Em funcdo disso, tem-se observado maior interesse por parte dos
produtores e viveiristas conhecerem técnicas de manejo adequado para obtengdo

de mudas, bem como do desenvolvimento adequado das mesmas.

2.7 Aspectos da Biologia Floral

Trabalhos de domesticacdio de plantas medicinais sdo escassos ou
inexistentes para a maioria das espécies, sendo necessario o desenvolvimento de
estudos relacionados a adaptacdo destas plantas as condi¢des de cultivo,
principalmente em virtude do aumento da demanda por parte das inddstrias

farmacéutica e cosmética (COSTA e outros, 2007).
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Apesar de existirem espécies do género Ocimum que se hibridizam
facilmente, h4 espécies em que a promog¢do da hibridagdo se constitui em um
sério problema ao melhoramento genético, portanto, para estas, o estudo da
biologia floral torna-se uma meta bdsica a ser alcancada (NATION e outros,
1992).

A partir do estudo da biologia floral, pode-se ainda fazer inferéncias
sobre os mecanismos de heranga, estimar a expressao e a determinacdo genética
do sexo, estudar os padrdes de heranga, a fisiologia e os mecanismos envolvidos
na auto-incompatibilidade e na macho-esterilidade e, finalmente, determinar a
taxa de cruzamentos naturais (FRANKEL; GALUN, 1977), por meio do plantio
de gendtipos com gene marcador recessivo, intercalados com genétipos
apresentando o correspondente alelo dominante. As sementes sdo colhidas das
plantas com caracteristicas recessivas e a taxa de cruzamento natural é calculada
a partir de individuos com caracteres recessivos e dominantes nas progénies
(ALLARD, 1971).

Paterniani (1974) afirma que a reproducdo constitui-se em uma das
caracteristicas fundamentais dos seres vivos. Dentre as suas finalidades, pode-se
mencionar a perpetuagdo dos sistemas vivos, a reproducdo de tipos semelhantes
aos ascendentes e a producdo de variagcdo suficiente para que novos individuos
possam ser adequadamente aptos a se reproduzir e propagar seus genes.

Anderson (1995) concorda que, além de definir estratégias adequadas de
melhoramento, o conhecimento acerca da biologia floral das espécies vegetais
permite também, compreender melhor sua histéria evolutiva e os mecanismos
envolvidos (DOBZHANSKY, 1970) e pode ser uma importante ferramenta no
estabelecimento de programas de conservacdo da espécie.

Alguns dos aspectos da biologia floral mais importantes a serem
avaliados em um programa de melhoramento sdo a disponibilidade, a

viabilidade, a emergéncia das plantulas e a conservabilidade dos graos de pdlen;
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além da receptividade dos estigmas. Pois, de acordo com Sousa e outros (2005),

o p6len é o material basico utilizado nas técnicas de hibridagdo.

2.7.1 Disponibilidade dos Grédos de Polen

A disponibilidade € obtida, conforme Almeida e outros (2004), por meio
da quantificacdo dos graos de pdlen obtidos apds a deiscéncia das anteras em
diferentes estddios de desenvolvimento floral. Este parametro € utilizado para
saber o quanto do pdlen da espécie estd disponivel para ser utilizado em
programas de melhoramento ou de conservagdo, visando a determinagdo do

melhor periodo para as coletas.

2.7.2 Viabilidade dos Graos de Polen

A avaliagdo do desenvolvimento biolégico de graos de pdlen &
fundamental para os trabalhos de biologia reprodutiva e melhoramento genético,
pois permite obter maior sucesso nos cruzamentos, realizados com a finalidade
de obter novos hibridos e/ou aumentar a variabilidade (NUNES e outros, 2001).

A palinologia, ciéncia que estuda os graos de pdlen e esporos possui
intima relacdo com outros ramos da ciéncia como por exemplo, a citologia e a
genética. Dentre as indmeras aplica¢des da palinologia, destaca-se a utilizagao
pratica no melhoramento de plantas, notadamente nos estudos de quantidade e
viabilidade de polén e substincias quimicas que estimulam o desenvolvimento
do tubo polinico, oferecendo perspectivas para o aumento da producio de vérias
culturas através da obten¢do do indice maximo de fertilizagdo (OLIVEIRA
JUNIOR, 1999).

Para assegurar o sucesso nas hibridacdes controladas é importante que o

pdlen a ser utilizado tenha boa viabilidade. Em geral, o p6len colhido de flores
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em adequado estidio de desenvolvimento e corretamente preparado nao
necessita de testes de viabilidade. Entretanto, ndo sdo raras as situacdes em que
o pélen a ser usado tenha sido colhido em outra regido, ou mesmo, fornecido via
intercdmbio com outros paises. Por outro lado, devido a ndo-coincidéncia de
floragdo, € preciso, muitas vezes, armazenar o pélen colhido em um ano, para
ser utilizado no ano seguinte. Neste caso é recomenddvel testar a viabilidade do
mesmo antes de sua utilizacio (EINHARDT, 2006). Assim, a viabilidade do
pdlen € um pardmetro de grande importincia no estudo de plantas, pois além de
evidenciar a potencialidade reprodutora masculina da espécie, contribui em
estudos taxondmicos, ecoldgicos, palinoldgicos, fornecendo informagdes basicas
para a aplicacdo prética na conservagdo genética, bem como na agricultura, para
o planejamento de algum tipo de melhoramento ou cultivo (ALEXANDER,
1980; ARROYO, 1981; GUINET, 1989).

Programas de melhoramento envolvendo a producdo de sementes por
polinizacdo controlada dependem grandemente de um eficiente sistema de
manipulagdo de pdélen. Como principal caracteristica deste sistema, pode-se
considerar a manuten¢do da viabilidade do pdlen, que deverd sempre estar
prontamente disponivel quando requerido. O controle das condicdes ideais de
armazenamento torna-se, assim, de vital importincia quando se deseja garantir
uma adequada viabilidade. O armazenamento de pdlen justifica-se para os
programas de hibridagdo, quando hd defasagem no florescimento entre as
espécies e o pdlen apresenta baixa longevidade sob condi¢des naturais (SOUSA;
PINTO JR, 1992).

A viabilidade do pélen pode ser determinada através de um grande
nimero de técnicas (FONSECA e outros, 2007; DAFNI, 1992; KEARNS;
INOUYE, 1993). E considerada uma medida de fertilidade masculina muito
empregada no monitoramento de pdlen armazenado, de modo a garantir a

fecundacdo, tornando possiveis cruzamentos entre gendtipos de potencial
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econdmico que apresentam floracdo em épocas distintas (KEARNS; INOUYE
1993; MIRANDA, 1993).

Dentre os fatores mais importantes para o sucesso desses programas
destacam-se a selecdo de genétipos e os cruzamentos. A eficicia dos
cruzamentos, tanto entre variedades e cultivares de uma espécie como entre
espécies, depende diretamente da viabilidade do pdlen (TECHIO e outros,

2006).

2.7.3 Conservagdo de Grdos de Polen

A conservacdo de graos de pdlen € importante para a preservagdo da
variabilidade genética, facilita o intercAmbio de germoplasma e contribui muito
na geracdo de variabilidade obtida por meio de cruzamentos artificiais
aumentando a eficiéncia dos programas de melhoramento. Uma das alternativas
para manutencdo de linhagens hibridas em uma cultura pode ser mediante o
armazenamento do pdlen, o que acaba por possibilitar cruzamentos de interesse,
sem que haja a necessidade de cultivo alternativo destas linhagens polinizadoras
em campo (GOMES e outros, 2003; VARGAS, 2006), onde a reposicdo
periddica se faz necessdria em funcio da queda de sua viabilidade (SOUSA e
outros, 2005).

Os fatores mais importantes para que a conservagdo dos graos de pdlen
seja bem sucedida, independentemente da duragdo do periodo de
armazenamento, depende principalmente de fatores como a temperatura e
umidade relativa do ambiente. Com a redug@o de ambos, a viabilidade dos graos
de pélen tende a aumentar (PICKERT, 1988; GOMES e outros, 2003). Intimeras
técnicas sdo utilizadas para o armazenamento do grao de pélen, entre os métodos
destacam-se a conservagdo sob baixas temperaturas, o congelamento ou a

criopreservagdo pelo uso de nitrogénio liquido (-196°C) (VARGAS, 2006).
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2.7.4 Germinacdo in vitro de Grdos de Pélen

Dentre intimeras técnicas existentes para se observar a germinacdo do
pdlen, destacam-se como as mais utilizadas a colorag¢@o e a germinacao in vitro
(DUTRA e outros, 2000). Este método consiste na germinagdo de uma pequena
amostra de pélen em meio apropriado e observar em microscépio, depois de um
periodo pré-estabelecido, o nimero de grdos de pdélen que formaram tubo
polinico.

A composi¢do do meio € um fator que afeta a germinacido (SALLES e
outros, 2006). Diferentes niveis de sacarose e tempos de incubagdo tém sido
testados para verificar a germinagdo dos graos de pdlen, como em trabalho
realizado por Lacerda e outros (1995). Assim como diferentes tipos de agucares
em concentracdes variadas t€m sido um dos principais componentes do meio de
cultura que viabiliza a emissio de tubo polinico, j4 que proporciona o equilibrio
osmotico entre o pdlen e a solu¢do de germinagdo, além de fornecer energia para
auxiliar o processo de desenvolvimento do tubo polinico (SALLES, e outros
2006).

O meio bésico usado nos testes de germinacdo in vitro € constituido de
acucar e de 4cido bérico MIRANDA; CLEMENT, 1990), podendo variar ainda
a combinagdo de outros nutrientes (GALLETTA, 1983). A presen¢a de boro no
meio estimula o crescimento do tubo polinico, sendo a resposta varidvel de
acordo com a espécie. O boro interage com o agucar formando um complexo
acucar-borato, o qual reage mais rapidamente com as membranas celulares
(PFAHLER, 1967). Segundo Luza e Polito (1985), pequenas quantidades de
boro adicionado ao meio melhoram a germinagdo e o crescimento do tubo

polinico e diminuem a probabilidade destes se romperem.
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2.7.5 Receptividade dos Estigmas

A receptividade dos estigmas € um fator fundamental para se determinar
o melhor periodo de deposicdo do pdlen na flor. Normalmente produz
substincias viscosas que facilitam a adréncia do mesmo, garantindo,
provavelmente a fertilizagdo, com formacao de frutos e sementes. O peréxido de
hidrogénio (H,0O,) indica a receptividade por meio da formacgdo de bolhas de ar,

¢ um método simples e barato (MAUES; COUTURIER, 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Estudo

Os estudos foram conduzidos, em 4rea experimental da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia-UESB, localizada no Campus de Vitéria da
Conquista - BA (14° 51' S e 40° 50" W, altitude média de 928 m), bem como, nos
Laboratdrios de Biotecnologia, Fitopatologia e no Laboratdrio da Biofdbrica da
mesma universidade.

Comumente as temperaturas maxima e minima apresentam médias de
25,3 e 16,1°C, respectivamente, a umidade relativa média € de 70%, com indice
pluviométrico anual de 733,9mm, sendo a maior concentra¢do de chuva entre os
meses de novembro e abril. A vegetacdo predominante na regido é a Mata-de-

Cip6, zona de transicdo entre a Caatinga e a Mata Atlantica (ALMEIDA, 2007).

3.2 Material Vegetal

As plantas utilizadas no experimento foram oriundas de mudas
cultivadas em casa de vegetacao (Figura 1), e transplantadas, aproximadamente,
com 45 dias para vasos com capacidade de 6 litros de substrato com solo e
himus de minhoca (3:1). Ap6s o transplantio os vasos permaneceram até 60 dias
aclimatando-se em casa de vegetacdo (Figura 2) e levados posteriormente para o
campo a plena luz. Foram utilizados 56 individuos em campo da cv. Maria
Bonita, perfazendo uma 4rea total de 21 m’ com espacamento de 1,0m x 0,5m

(Figura 3).
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Figura 1 - Mudas em casa de vegetacio. Vitoria da Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).

Figura 2 - Mudas ja transplantadas e com 60 dias apés o plantio. Vitoria da

Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).
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Figura 3 - Plantas em vasos utilizados nos experimentos em campo. Vitéria
da Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).

3.3 Diagnose Floral

A descri¢ao das flores e inflorescéncias (Figuras 4 e 8) da cultivar Maria
Bonita foi baseada no estudo do material vivo conduzido no Laboratério de
Biotecnologia da UESB, Campus de Vitéria da Conquista-BA. A morfologia
externa e interna foi observada com auxilio de estereomicroscépio e a

morfologia descrita com auxilio do manual de organografia de Vidal e Vidal

(2000).
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3.4 Eventos Florais

Para determinacdo da antese, foram feitas observacdes didrias da
abertura de 50 botdes florais de 10 inflorescéncias escolhidas aleatoriamente e,
previamente, marcadas no periodo de 7:00 até as 18:00h durante 15 dias, ndo
consecutivos, e assim com isso, possam ser correlacionados os estddios de
desenvolvimento da flor com a maturagdo dos 6rgdos sexuais, bem como a
determinacdo da fase ideal de coleta de graos de pdlen para subsidiar programas

de hibridag¢des artificiais em programas de melhoramento genético vegetal.

Figura 4 - Fases de desenvolvimento da flor: (A) botao; (B) flor aberta; (C)
flor em senescéncia; (D) frutos; (E) semente. Vitéria da Conquista-BA,

2008.
Fotos: BRITO, A. C. (2008).
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3.5 Emergéncia de plantulas

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da UESB, campus de
Vitéria da Conquista-BA, no periodo de 28 de maio a 18 de junho de 2008.

As sementes foram pré-selecionadas com base no comprimento, na
uniformidade da cor e no aspecto fitossanitdrio. Foi utilizado o delineamento
experimental em blocos casualizados, com quatro tratamentos (substratos) e oito
repeti¢des. Os substratos utilizados foram: solo; solo + areia + himus (1:1:1);
vermiculita e o substrato comercial Topstrato®. Todos foram dispostos em
bandejas de isopor com 128 células. Cada bandeja constituia 1 bloco que
continha os 4 tratamentos. Totalizando 256 sementes por tratamento (Figura 5).

Os tratos culturais foram realizados conforme a necessidade. As
avaliacdes dos testes de emergéncia foram realizadas por meio de contagens
didrias, computando-se o nimero de plantulas emergidas para a determinacdo do
Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), que foi calculado segundo a férmula
de Maguire (1962):

IVE = G1/N1 + G2/N2 + ...Gn/Nn onde,
G1, G2, GN = n° de plantulas normais computadas nas 1%, 2% e dltima contagem
N1, N2, Nn = n° de dias ap6s a implantacdo do teste

Os dados de emergéncia e do IVE foram verificados quanto a
homocedasticidade ou homogeneidade das varidncias pelo teste de Cochran e
Bartlett; além do teste de normalidade de Lilliefors pelo SAEG 9.1, procedendo-

se posteriormente a andlise de variancia e o teste Tukey.
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igura 5 - Disposicao dos substratos nas bdndejas para a mergénc1a das
plantulas de manjericao. Vitéria da Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).

3.6 Disponibilidade dos Graos de Pélen

Foi obtida por meio da contagem dos graos de pdlen, advindos de uma
antera de uma flor colhida aleatoriamente. Esta antera foi macerada sobre uma
lamina e seus grdos corados com carmim acético 1%, cobertos com uma
laminula e levados para observacdo e contagem em microscépio Optico
utilizando objetivas de 10x e 40x. Este experimento foi conduzido nos dias 27,
28 e 29 de maio de 2008, totalizando 3 dias de observacdo para que possa ser
estimada a disponibilidade polinica até a pds-antese. Os dados foram analisados

por meio de andlise de regressao.
3.7 Viabilidade dos Graos de Pélen

Este pardmetro foi analisado pela observag¢do griaos de pdlen corados
com carmim acético, segundo a técnica de Linsley e Cazier (1963), em

diferentes estadios de desenvolvimento floral.
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A viabilidade polinica € considerada uma medida de fertilidade
masculina, determinada através de vérias metodologias, entre elas a técnica de
coloracdo. Esta é bastante empregada no monitoramento de pdlen in vitro e in
vivo e estd baseada na reacdo de coloracdo de grdos de pdlen amildceos
indicando pélen maduros com protoplasma vivo (OLIVEIRA, M. e outros,
2001; GUERRA; SOUZA, 2002).

Para esta avaliacdo os grdos de pdlen foram retirados das anteras
provenientes de flores coletadas aleatoriamente em diferentes estddios de
desenvolvimento floral, compreendidos nos horarios de 7:00 as 18:00 h em
intervalos de uma hora, nos dias 27, 28 € 29 de maio de 2008.

O polen foi disposto sobre 1dmina de vidro e corado com carmim acético
na concentracdo de 1%, coberto com laminula e observado sob microscépio
optico, utilizando-se as objetivas de 10x e 40x. As laminas foram fotografadas
com camera digital de 7.1 mega pixels. Os grdos de pdlen foram classificados
como normais/vidveis, quando apresentaram coloracio avermelhada ou
anormais/invidveis, quando apresentaram colora¢do amarronzada, baseado na
reacdo dos mesmos com a solu¢cdo do corante utilizado. A temperatura média
nos 3 dias de avaliag¢do variou entre 18 e 25°C.

Os efeitos da viabilidade nos diferentes estddios de desenvolvimento

floral foram demonstrados por anélise de regressao.

3.8 Germinacio in vitro dos Graos de Pélen

O pdlen foi coletado de flores escolhidas aleatoriamente e em estadio de
baldo ou de flores recém abertas. Foram testados os seguintes meios de cultura
para germinacao in vitro do pélen:

1) 2,5g sacarose + 0,5g dgar + 50ml dgua destilada

2) 5,0g sacarose + 0,5g dgar + 50ml dgua destilada (testemunha);
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3) 10g sacarose + 0,5g dgar + S0ml dgua destilada
4) 15g sacarose + 0,5g dgar + 50ml 4gua destilada
5) 5,0g sacarose + 0,5g dgar + 50ml dgua destilada + S5Smg de H3BO3
6) 10g sacarose + 0,5g dgar + 50ml 4dgua destilada + Smg de H3BO3

Os elementos constituintes dos meios de cultura foram dissolvidos em
dgua destilada e aquecidos em forno de microondas até a completa dissolucdo do
dgar. Os meios de cultura ainda quentes foram distribuidos em placas de Petri
pequenas (diametro de 6 cm). Apds esfriar, o pdlen foi aspergido sobre o meio e
estas placas foram acomodadas em cdmara umida, feita com placas de Petri
maiores (didmetro de 12cm) e com papel filtro e umedecida com 4gua destilada.
As placas foram deixadas a temperatura ambiente, 25°C+1C° (Figura 6).

Na avaliacdo dos resultados, cada placa representou uma repeti¢do. A
formagédo do tubo polinico foi verificada 24 h ap6s instalagdo do experimento,
considerando-se germinados os que apresentavam o comprimento do tubo

polinico igual ou superior ao didmetro do préprio grio de pdlen.

Figura 6 - Placas de Petri com meios de cultura para germinacio in vitro
dos graos de polen. Esquema geral do experimento (A) e de uma parcela
(B). Vitéria da Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).
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O experimento ocorreu no més de outubro de 2008 e compreendeu 6
tratamentos e 4 repeti¢des em delineamento inteiramente casualizado.

O ndmero de tubos polinicos formados foram verificados quanto a
homocedasticidade ou homogeneidade das varidncias pelo teste de Cochran e
Bartlett; além do teste de normalidade de Lilliefors pelo SAEG 9.1, procedendo

posteriormente a andlise de varidncia e o teste Tukey.

3.9 Conservabilidade dos Graos de Pélen

Foram utilizados 60 tubos eppenddorf contendo 2 anteras por tubo. Este
foi preparado previamente com uma camada de silica gel, para reter a umidade,
e coberto com um pouco de algoddo para sustentar as anteras (Figura 7). Dos
tubos, 30 deles ficaram em geladeira a temperatura de 10°C = 1°C e os outros 30
no congelador com temperatura média de -10°C = 1°C. De 30 em 30 dias foram
montadas [Aminas com macerados das anteras contendo os grdos de pdlen, que
foram corados com carmim acético a 1% e observados sob microscépio dptico
com objetivas de aumento de 10X e 40X. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial de 3x2 (tempo de armazenamento
x temperatura) com 10 repeticdes. Os dados foram analisados pelo SISVAR 4.0

(FERREIRA, 2000).
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Figura 7 - Tubos eppendorf contendo as anteras para serem armazenadas

em geladeira e em congelador. Vitéria da Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).

3.10 Receptividade dos Estigmas

A receptividade foi verificada pelo seu aspecto viscoso e umectante
(ALMEIDA, 1986) e testada utilizando per6xido de hidrogénio (H,O,) a 3%
(KEARNS; INOUYE, 1993). As flores foram coletadas em diferentes estadios
de desenvolvimento floral, trés estigmas por hora, no periodo de 7:00 as 18:00 h,
nos dias 27, 28 e 29 de maio de 2008. Sobre os estigmas foi gotejado o perdxido
de hidrogénio a 3% e os que apresentaram formag¢do de bolhas foram
considerados receptivos (Figura 15). Os efeitos da receptividade nos diferentes
estadios de desenvolvimento floral ao longo do dia foram demonstrados por

andlise de regressao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diagnose Floral

Nas condi¢des, época e local dos estudos O. basilicum L., cv Maria
Bonita, apresentou florescimento o ano todo, iniciando sua floragdo em média
com 65 dias, contrastando com resultados obtidos por Blank e outros (2007) que
obteve ciclo médio de 80 dias. Esta floragdo mais precoce pode ser atribuida
devido ao experimento ter sido conduzido em vasos, o que provavelmente
diminuiu o ciclo da planta pela restricao de espaco ocasionado pelos mesmos, e
assim a obten¢do de flores em tempo menor. Este pode ser considerado um
aspecto positivo dada as condicdes de temperaturas mais amenas, como as
registradas no municipio de Vitéria da Conquista-BA, onde o experimento foi
realizado.

A espécie € herbacea, de aroma forte e doce. Possui inflorescéncias
terminais, plurifloras simples do tipo indefinida ou racimosa (Figura 8). As
flores estdo situadas em pedicelos, saindo de diversos niveis no eixo primario e
atingindo diferentes alturas, com 6 flores por eixo,e em média de 46 flores por
inflorescéncia. Pré-floracdo do tipo valvar, peducunladas e pediceladas,
diperiantadas, heteroclamideas, hipdginas e hermafroditas. A duracdo da flor é
em média de 24 h, periodo no qual a flor vai gradativamente perdendo a cor,

bem como as anteras ficam secas e marrons, até cair.

43



Figura 8 - Inflorescéncia da cv. Maria Bonita com flores em diferentes

estadios de desenvolvimento. Vitéria da Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).

O célice € de coloragdo roxa, persistente, gamossépalo, pentimero e
zigomorfo, A corola é résea, gamopétala, pentdmera, zigomorfa e caduca, e
assim como o cdlice, apresenta tricomas em toda sua extensao.

O androceu é didinamo, dialistétmone, com quatro estames simples e
livres. As anteras sdo dorsifixas, diteca com deiscéncia longitudinal; o filete e
antera sdo brancos. O gineceu é gamocarpelar e bicarpelar, com estigma bifido
de cor branca, estilete ginobdsico e de coloracdo rdésea (Figura 9). O ovério é
plurilocular e stipero. Os frutos sdo tetraquénios, apresentando quatro sementes,

uma por fruto, pequenas e pretas.
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Figura 9 - Flor da cv. Maria Bonita evidenciando o estigma (A) e as anteras
(B). Vitoria da Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).

4.2 Eventos Florais

A atividade floral compreendeu os estddios de pré-antese, quando os
botdes apresentavam-se fechados e intumescidos, periodo denominado também
como estigio de baldo; a antese, na qual os botdes florais abrem-se
assincronicamente deixando totalmente expostos o estigma e os estames; € pos-
antese, quando ocorre a distensao das pétalas e sépalas totalmente.

As flores ndo se abrem ao mesmo tempo nas inflorescéncias, sendo
possivel encontrar flores em diferentes estddios de desenvolvimento na mesma
planta, durante um dia. De acordo com Siqueira (2008) em trabalho realizado
com Mangifera indica L., a abertura assincronica das flores, associada a

producio constante de néctar em pequenas quantidades € vantajosa porque assim
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mantém a oferta deste recurso de forma continua, garantindo a visitacdo dos
insetos ao longo do dia, bem como possibilitando que os mesmos visitem maior
nimero de flores, garantindo, com isso, a transferéncia de pdlen entre flores e
entre plantas, o que favorece a polinizacdo cruzada e, conseqiientemente, a
producao de hibridos.

Na pré-antese, embora a flor permaneca fechada, ocorre liberacdo de
graos de pdlen sobre o estigma, que ja se encontra visualmente viscoso. Ao final
deste estadio as bordas laterais do labelo do calice dobram sobre si mesmas,
formando a abertura da flor.

A antese ocorre com maior freqiiéncia entre 10:00 e 11:00h, com anteras
ja deiscentes e graos de pdlen disponiveis, os quais podem ser conduzidos por
eventuais polinizadores que iniciam e intensificam suas atividades neste periodo,
principalmente de abelhas que buscam o néctar e o pdlen como recursos
alimentares, além da emissdo agraddvel de odor neste periodo, que favorece a
freqiiéncia das visitas. Conforme Barth (1985), o odor emitido pelas flores
provavelmente contribui para aumentar a transferéncia de pdlen entre os
individuos, uma vez que o olfato é um dos sentidos mais importantes para os
insetos.

Na pés-antese ocorre a polinizacdo, com provavel formacdo de tubo
polinico e posterior formacdo de frutos e sementes. A longevidade floral
(periodo entre a antese e a senescéncia da corola) na cv. Maria Bonita foi de
aproximadamente 24h. Esse periodo € um atributo varidvel entre as

angiospermas e que pode assegurar o sucesso da polinizacdo (PRIMACK, 1985).
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4.3 Emergéncia de Plantulas

As sementes comegaram a emergir com oito dias apds a instalacdo do
experimento, sendo as avaliagdes feitas aos vinte dias apds a semeadura e
estabilizagdo.

Nos quatro substratos ocorreu emergéncia. Apresentaram médias em
ordem decrescente, respectivamente: a vermiculita (35,94); solo (35,59);
solo+areia+himus (33,97) e o Topstrato® (32,42). Tanto para a emergéncia
quanto para o indice de velocidade de emergéncia (IVE) ndo foram observadas

diferencas estatisticas entre as médias (Tabela 1).

Tabela 1 - Emergéncia (%) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) (%),
de manjericio, cv. Maria Bonita, submetidas a diferentes substratos.
Vitéria da Conquista-BA.

Parametros S S+A+H \% T Média CV (%)
Emergéncia 35,59a 33,97a 3594a 3242a 33,98 42,12
IVE 1,024a 0913a 1,156a 1,042a 1,034 47,65

Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. S (solo); S+A+H (solo+ areia+himus); V(vermiculita); T
(Topstrato®).

z

Segundo Ramos e outros (2002), um bom substrato € aquele que
objetiva proporcionar condi¢des adequadas a germinacdo e emergéncia. De
acordo com os resultados, os quatro substratos utilizados proporcionaram
condi¢Oes para germinacdo e desenvolvimento inicial da plantula (Figura 10),
embora a emergéncia tenha alcancado baixos valores. Este fato pode ser
atribuido, possivelmente, a uma caracteristica ainda nao melhorada para esta
cultivar e que torna seu estudo em outras condicdes adequado para outras
observagdes. Aparentemente o tempo nas avaliacdes foi suficiente, mas é

interessante que o teste seja conduzido em um maior periodo para analisar se
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este fator pode contribuir com uma maior porcentagem de emergéncia.
Entretanto, Blank e outros (2004) em trabalho realizado e caracterizando acessos
de manjericdo obteve emergéncia aos 7 dias da semeadura e ja transplantou para
o campo as mudas com 30 dias. Resultados bem préximos aos obtidos neste
trabalho, o qual obteve-se emergéncia no oitavo dia e estabilizacdo aos vinte

dias.

Figura 10 - Plantulas em desenvolvimento nos diferentes substratos
utilizados. A (solo); B (solo+areia+himus); C (vermiculita); D

(Topstrato®). Vitéria da Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).

4.4 Disponibilidade dos Graos de Pélen
A disponibilidade dos grdos de pdlen foi verificada apds a deiscéncia

das anteras, o que ocorreu a partir da antese (10:00 h). Nos dias avaliados houve

um declinio ao longo do dia, principalmente nas horas finais de avaliacdo
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(Figura 11), concordando com trabalho realizado por Almeida (2007) em O.
sanctum L.

A escassez do pdélen no decorrer da andlise pode ser, provavelmente,
considerada como um aspecto positivo, pois devido a eficacia de algum agente
polinizador no transporte do pélen. A presenca de abelhas era comum ao longo
de todo o dia e mais intensamente a partir das 10 h. Harder e Barret (1996)
afirmam que a atividade dos visitantes florais afeta diretamente o fluxo de pdlen;
permitindo a ocorréncia tanto da autopolinizagdo, quanto da fecundagdo cruzada,

o que € uma caracteristica de interesse na formacao de hibridos.

y = 4,7207x% - 174,5x + 1620,6
R? = 0,8563

250 A

200 A

150 ~

deiscéncia das anteras

100 A

[
(e}
I

Disponibilidade dos graos de pélen apds a

0 T T T T T T T
10 11 12 13 14 15 16 17 18

Horarios das observacoes

Figura 11 - Estimativa do nimero de griaos de pélen disponiveis ao longo do
dia, observados em 27, 28 e 29 de maio de 2008. Vitoria da Conquista-BA.
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4.5 Viabilidade dos Graos de Pélen

Os grios de polen vidveis sdo facilmente percebidos devido a coloragdo
exibida, com a utilizacdo do corante carmim acético. De modo que foram
considerados vidveis os graos que apresentaram cor vermelha e, ndo-vidveis os
que apresentaram cor amarronzada (RIGAMOTO; TYAGI, 2002) (Figura 12). O
pélen viavel apresentou-se avermelhado e com suas membranas integras, os
inviaveis de coloragdo marrom e dos quais muitos se rompiam.

Durante os trés dias de avaliacdo a viabilidade mostrou-se elevada ao
longo do dia (Figura 13), com valores superiores a 80%. Resultados semelhantes
foram obtidos por Gongalves e outros (2008) em Ocimum gratissimum L. e por
Almeida (2004) em Ocimum officinalis L. De acordo com Souza (2002) e
Domingues e outros (1999) valores acima de 70% sdo considerados como de alta
viabilidade, de 31 a 69% como média e até 30% baixa.

Para a cv. Maria Bonita, assim como para outras espécies, essa alta
viabilidade dos grdos de pdlen é uma caracteristica altamente desejada pelos
melhoristas para iniciarem um programa de melhoramento genético, nas quais
outras caracteristicas sdo buscadas para aprimorar ou lancar novas cultivares

promissoras.

Figura 12 - Graos de polen viaveis (A) e nao-viaveis (B) apos corados com
carmim acético. Vitoria da Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).
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Figura 13 - Estimativa do niimero de grios de pélen viaveis ao longo de 12 h
de avaliacao, observados em 27, 28 e 29 de maio de 2008. Vitoria da
Conquista-BA.

4.6 Germinacio in vitro dos Graos de Pélen

A germinagdo dos graos de pdlen (Figura 14) entre os diferentes meios
utilizados foi baixa e ndo houve diferengas estatisticas entre eles. As médias
variaram entre 1,25% e 2,5% (Tabela 2).

Scorza e Sherman (1995) consideram que um bom pdélen deve apresentar
50 a 80% de graos germinados com tubos bem desenvolvidos e que ainda que o
polen pareca fraco, a presenca de alguns tubos polinicos vigorosos indicam que
o mesmo ainda é suficientemente bom para assegurar, pelo menos, uma

moderada frutificacio efetiva, apesar da baixa porcentagem de germinagdo.
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A germinagdo in vitro simula condi¢des naturais para o crescimento e
desenvolvimento do tubo polinico, assim ajustes sdo necessarios para se atingir
uma taxa elevada. Um aumento da germinagdo pode ser conseguido com
tentativas em alterar as concentragdes de sacarose ou outros meios de cultura, ou
ainda aumentando o tempo de incubacdo, pois € necessirio que o pdlen

mantenha elevados niveis de germinabilidade.

Figura 14 - Graos de poélen com tubos polinicos desenvolvidos apés 24 h de

incubacfo. Vitéria da Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).

Tabela 2 - Médias de griaos de polen germinados em diferentes meios de
cultura. Vitoria da Conquista-BA.

MEIOS DE CULTURA MEDIAS
2,5g sacarose 1,5a
Testemunha 25a
10g sacarose 1,75 a
15g sacarose 1,25 a
S5g sacarose+H3BO3 25a
10g sacarose+H3BO3 1,75 a
CV(%) 121,39
Meédia geral 1,87

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
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4.7 Conservabilidade dos Graos de Pélen

Foi observada nesta etapa do experimento que os graos de pdlen
armazenados conservaram-se vidveis ao longo dos 90 dias de andlise. Médias
acima de 79% foram alcancadas tanto para o pdlen conservado em geladeira,
quanto ao conservado em congelador. (Tabela 3). No ambiente geladeira o pdlen
avaliado aos 90 dias diminuiu sua viabilidade significativamente quando
comparado as demais épocas de avaliacdo. J4 no ambiente freezer as maiores
médias foram alcancadas aos 60 dias (91,60%), entretanto, ndo diferiu
estatisticamente em relacdo as outras épocas de avaliagdo.

Com relacdo ao tempo de armazenamento, aos 90 dias o ambiente
freezer proporcionou uma maior viabilidade do pdélen. Com isso observou-se
que, de acordo com o periodo de armazenamento, quanto mais baixa a
temperatura utilizada maior a chance de se obter altos niveis de viabilidade. Esta
¢ uma importante ferramenta em programas de melhoramento em que nem
sempre quando se deseja utilizar o pdlen ele estd disponivel para o uso, assim o
armazenamento torna-se uma alternativa para que se tenha sempre que
necessario, um pdélen disponivel e com alta viabilidade.

Resultados semelhantes alcangados por Pio e outros (2007) com o pdlen
de laranjas doce revelaram que os gridos de pdélen armazenados em congelador
apresentaram maior porcentagem de germinag@o que o conservado em geladeira.
O emprego de baixas temperaturas normalmente encontra-se ligado a reducio do
metabolismo do pdlen, o que propicia maior longevidade. Oliveira e outros
(2001) também enfatizaram a maior longevidade do pdlen congelado em
acaizeiro.

O armazenamento de griaos de pdlen € importante para a preservacdo de
germoplasma bem como para o auxilio de pesquisas que utilizem este material

biolégico em estoques para promover intercimbio de germoplasma e
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potencializar programas de melhoramento (GOMES e outros, 2003), onde a
reposicdo periddica se faz necessdria em funcdo da queda de sua viabilidade
(SOUZA e outros, 2002), sendo considerado um das principais alternativas para
conservacdo de genétipos importantes em cruzamentos, pois possibilitaria a
realizacdo dos mesmos sem a necessidade do cultivo alternado dessas linhagens

polinizadoras em campo.

Tabela 3 - Viabilidade de polen armazenados e analisados aos 30, 60 e 90
dias em diferentes ambientes. Vitéria da Conquista-BA.

ARMAZENAMENTO 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
Geladeira 89,80 aA 88,30 aA 79,90 bB
Freezer 88,50 aA 91,60 aA 89,90 aA

Média 88,00

CV (%) 5,92

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

4.8 Receptividade dos Estigmas

A receptividade dos estigmas foi verificada durante todo o periodo
avaliado, desde a pré-antese até a pds-antese. Flores com longos periodos de
receptividade aumentam a probabilidade de ocorréncia da polinizagdo
(RATHCKE; LACEY, 1985). E este dado € importante para o melhorista, pois
permite a ele fazer os cruzamentos no periodo adequado.

Com o uso do peréxido de hidrogénio a 3%, houve o borbulhamento na
cavidade estigmdtica (Figura 15), indicando a atividade da peroxidase, tanto em
flores em estddio de baldo (pré-antese), quanto em flores completamente abertas.
A presenca dessa enzima indica a receptividade do estigma (KEARNS;

INOUYE 1993).
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Figura 15 - Estigma receptivo evidenciando a formacao de bolhas. Vitoria

da Conquista-BA, 2008.
Foto: BRITO, A. C. (2008).

Foi observado que, geralmente, em flores a partir da antese ocorreu um
maior nimero de estigmas receptivos (Figura 16). Resultado semelhante foi
obtido por Manju e Rawat (2006), quando observaram que os estigmas de flores
de lima variedade Kagzi estavam mais receptivos na antese, ou seja, no
momento da abertura das anteras e liberagdo dos grios de pdlen.

Para o sucesso da fertilizagdo € desejavel que o pdlen seja transferido
para o estigma receptivo de uma outra flor. Em muitos casos, a fertilizacdo
também pode ocorrer quando o grdo de pdlen é depositado antes do periodo
receptivo dos estigmas, desde que permanecga vidvel em tempo suficiente para
poder germinar assim que a flor se torne receptiva (RAMOS e outros, 2008).

Por apresentar receptividade antes da deiscéncia das anteras, a cultivar
Maria Bonita é caracterizada como protoginica, concordando com resultados
obtidos por Almeida (2007) em Ocimum sanctum e Almeida (2004) em Ocimum

officinalis.
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Figura 16 - Estimativa do niimero de estigmas receptivos ao longo de 12 h
de avaliacao observados em 27, 28 e 29 de maio. Vitéria da Conquista-BA.
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5 CONCLUSOES

De acordo com o local e épocas das avaliagdes conclui-se que:

No tempo avaliado ndo observa-se diferencas na emergéncia das
plantulas nos diferentes substratos testados;

Ha redug@o na disponibilidade do pdlen ao longo do dia;

A viabilidade do pdlen é elevada ao longo do dia;

N3ao h4 diferengas quanto aos meios de cultura testados na germinagdo
in vitro dos graos de pélen;

O pdlen mantém sua viabilidade durante o periodo de armazenamento;
Os estigmas estdo receptivos desde a pré-antese, com maior freqiiéncia a

partir da antese.
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