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RESUMO

ALMEIDA, O. da S. Biologia floral, tendéncias reprodutivas e efeito
alelopatico da tulase (Ocimum sanctum L.). Vitéria da Conquista — BA:
UESB, 2007. 88p. (Dissertacgio — Mestrado em Agronomia, Area de
Concentragio em Fitotecnia).”

A tulase (Ocimum sanctum L.) é uma planta medicinal da familia Lamiaceae,
sendo utilizada na producdo de farmacos, perfumes e cosméticos. O
conhecimento do sistema reprodutivo é extremamente relevante, pois permite
definir estratégias de selecio com base em cruzamentos intra e
interpopulacionais. A tulase apresenta vdrios aleloquimicos, os quais sdo
responsdveis pela acdo medicinal e alelopética da planta. As investigacdes da
acdo alelopdtica é considerada como uma alternativa extremamente util na
substituicdo de herbicidas mais especificos e menos prejudiciais ao ambiente. O
objetivo deste trabalho foi estudar a biologia floral, as tendéncias reprodutivas e
avaliar o potencial alelopético de O. sanctum sobre sementes de cebola (Allium
cepa L.), visando fornecer subsidios para programas de melhoramento e
informacdes sobre a acdo de seus aleloquimicos. As investigagdes foram
conduzidas em drea experimental da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia e no Laboratério de Genética, Campus de Vitéria da Conquista, no
periodo de marco de 2005 a novembro de 2006. Foram realizados os seguintes
testes: autogamia e alogamia (natural e artificial), apomixia, disponibilidade,
viabilidade, conservabilidade, germinabilidade e longevidade dos grdos de pdlen
e receptividade dos estigmas. Para verificacdo do efeito alelopatico as sementes
de cebola foram embebidas em 6 concentragdes, as quais foram designadas
como tratamentos 1, 2, 3, 4, 5. Foram também embebidas sementes em dgua
destilada, as quais foram utilizadas como controle (tratamento 6). Foram
avaliadas as seguintes varidveis: porcentagem de germinagdo, indice de
velocidade de germinacdo e teste de primeira contagem. Foram utilizadas 10
repeticdes de 20 sementes de cebola, para cada concentragio dos extratos e do
controle, totalizando 60 observagdes no delineamento estatistico inteiramente
casualizado. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variincia e as
médias comparadas pelo teste de Duncan (P<0,05). A tulase apesar de se
reproduzir, predominantemente, por autofecunda¢do, pode apresentar
fecundacdo cruzada, o que evidencia a ampla versatilidade reprodutiva dessa

* Orientador: Cldudio Licio Fernandes Amaral, D.Sc., UESB e Co-orientadores: Eliane
Mariza Dortas Maffei, D.Sc., UESB; e Anselmo Eloy Silveira Viana, D.Sc., UESB.



espécie, acentuando a variabilidade genética, a qual é essencial para sua
evolucdo e melhoramento genético. Foi verificado também que a tulase ndo
apresenta potencial alelopatico em condic¢des de laboratério.

Palavras-chave: Planta Medicinal. Reproducdo. Cruzamentos.



ABSTRACT

ALMEIDA, O. da S. Floral biology, reproductive tendencies and allelopathic
effect of the tulasi (Ocimum sanctum L.). Vitéria da Conquista - BA: UESB,
2007. 88p. (Dissertation — Master’s in Agronomy, Concentration Area in Crop
Science).*

The tulasi (Ocimum sanctum L.) is a medicinal plant of the Lamiaceae family,
that is used in the production of medicines, perfume and cosmetics. The
knowledge of mating systems is extremely important because it allows to define
selection strategies based on intra and interpopulation hybridization. The tulasi
presents several allelochemicals which are responsible for the medicinal and
allelopathic action of the plant. The investigations of the allelopathic action are
considered as an extremely useful alternative for the substitution of more
specific and less harmful herbicides to the environment. The aim of this work
was to study the floral biology, the reproductive tendency and to evaluate the
allelopathic potential of O. sanctum on onion seeds (Allium cepa L.), seeking to
supply subsidies for plant improvement programs and information about the
action of its allelochemicals. The investigations were led in experimental area of
the State University of the Southwest of Bahia and in the Laboratory of
Genetics, Campus of Vitéria da Conquista, from of March of 2005 to November
of 2006. The following tests were accomplished: selfcrossing and outcrossing
(natural and artificial), apomixs, disponibility, viability, conservability,
germinability and longevity of the pollen grains and receptivity of the stigmat.
To verity the allelopathic effect the onion seeds were soaked in 6 concentrations,
which it were designated as treatments 1, 2 3, 4, 5. Seeds were soaked in
distilled water, which were used as control (treatment 6). The following
variables were evaluated: germination percentage, index of germination speed
and test of first count. 10 replications of 20 onion seeds were used for each
concentration of the extracts and of the control totalizing 60 observations in the
statistical design was completely randomized. The obtained results were
submitted to the variance analysis and the averages compared by the test of
Duncan (P<0,05). The tulasi in spite of reproducing predominantly by self
crossing, it may present outcrossing, which evidences the wide reproductive
versatility of that species, highlighting the genetic variability, which is essential
for its evolution and plant breeding. It was also verified that the tulasi doesn't
presents potential allelopathic under laboratory conditions.

Keywords: Medicinal Plant. Reproduction. Mating Systems.

* Adviser: Cldudio Licio Fernandes Amaral, D.Sc., UESB and Co-adviser: Eliane
Mariza Dortas Maffei, D.Sc., UESB; e Anselmo Eloy Silveira Viana, D.Sc., UESB.



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1 - Individuos utilizados no estudo dos mecanismos reprodutivos
em 4rea experimental com espacamento de 0,8m x 0,5m. Vitéria da
Conquista - BA, 2006. Almeida (2006)........cccceereereenienenneeneeneeneenieene 31

Figura 2.2 - Flores acondicionadas em tubos de Ependdorf para andlise da
conservabilidade polinica da tulase. Vitéria da Conquista - BA, 2006.
AIMEIda (2000).....cuieeeiiiiieieeereeeeere et s 34

Figura 2.3 - Botdes florais ensacados em sacos de polietileno providos de
poros, segundo a técnica de Ormond & Pinheiro (1974). Vitéria da
Conquista - BA, 2006. Almeida (2000)........ccccueerueenieenieenieenieeeieeieeene 36

Figura 2.4 - Autopolinizagdo artificial em botdes florais de tulase com
agulha de dessecagdo. Vitéria da Conquista - BA, 2006. Almeida
(2000).....cueiiieieiieietee e 36

Figura 2.5 - Croqui do campo experimental dos individuos utilizados
na determinac¢do dos mecanismos reprodutivos.........cocveeeereereerneeeneernenn 38

Figura 2.6 - Inflorescéncia da tulase. Vitéria da Conquista - BA, 2006.
AIMEida (2000)......ccuevmerierieienieeieie ettt e e 38

Figura 2.7 - Comparacdo entre duas flores da tulase com estigma bifido, a
esquerda (A) e trifido, a direita (B). Barra = 1mm. Vitéria da Conquista -
BA, 2006. Almeida (2000).......cc.coerterierieriiieienienteieneeeenieete et 41

Figura 2.8 - Comparagdo entre dois estigmas trifido (A) e bifido (B)
corados com o corante azul-de-aman. Barra = 0,5mm. Vitdria da Conquista
- BA, 2006. Almeida (2000)........cccccceerireerieniininieneniireneeie e 42

Figura 2.9 - Diferentes estddios de desenvolvimento floral da tulase.
(A) - Pré-antese, (B) - Antese, (C) - Pés-antese. Barra = Imm. Vitéria da
Conquista - BA, 2006. Almeida (2006)........ccccereereenianeeneeneeneeneeneene 44

Figura 2.10 - Estimativa do nimero de grdos de pdlen disponiveis nos
diferentes horarios a partir da deiscéncia das anteras no dia 05 de maio de
2006. Vitdria da Conquista - BA......cocoiiiiiiiniiniieceeeeeeee e 45

Figura 2.11 - Estimativa do nimero de griaos de pdlen disponiveis nos
diferentes horarios a partir da deiscéncia das anteras no dia 12 de maio de
2006. Vitoria da Conquista - BA......coccooviiiiiiiiniiiiiciceeececeeeee 45



Figura 2.12 - Estimativa do nimero de grdos de pdélen disponiveis nos
diferentes horarios a partir da deiscéncia das anteras no dia 19 de maio de
2006. Vitdria da Conquista - BA......coccooiiiiiiniiiiiiiceeeeeeee e 46

Figura 2.13 - Estimativa do nimero de grdos de pdlen disponiveis nos
diferentes horarios a partir da deiscéncia das anteras no dia 26 de maio de
2006. Vitdria da Conquista - BA......coccooiiiiiiniiiiiiiceeeeeeee e 46

Figura 2.14 - Graos de Pdlen vidveis (A) e invidveis (B) da tulase. Vitéria
da Conquista - BA, 2006. Barra = 18,75um. Almeida (2000).................... 47

Figura 2.15 - Estimativa da quantidade de grdos de pdlen vidveis no
intervalo de 24 horas realizada no dia 05 de maio de 2006. Vitéria da
Conquista - BA....cuooiiiii it 48

Figura 2.16 - Estimativa da quantidade de grdos de pdlen vidveis no
intervalo de 24 horas realizada no dia 12 de maio de 2006. Vitéria da
Conquista - BA....ouooiiiii i 48

Figura 2.17 - Estimativa da quantidade de grdos de pdlen vidveis no
intervalo de 24 horas realizada no dia 19 de maio de 2006. Vitéria da
Conquista - BA....ouooiiiii i 49

Figura 2.18 - Estimativa da quantidade de grdos de pdlen vidveis no
intervalo de 24 horas realizada no dia 26 de maio de 2006. Vitéria da
Conquista - BA ..o 49

Figura 2.19 - Gréos de pdlen corados da tulase depositados sobre o estigma
com o corante azul-de-aman. Barra = 0,5mm. Vitdria da Conquista - BA,
2006. Almeida (2000)........ccereeeeriinieierenereetete ettt 51

Figura 2.20 - Andlise da conservabilidade dos grdos de pdlen pela
estimativa da viabilidade polinica em intervalos de 15 em 15 dias. Vitéria

da Conquista - BA, 20006.......c..ccoceriiriiniiniiienieeieeeceeenieenee e 53
Figura 3.1 - Céamara asséptica utilizada no experimento. Vitéria da
Conquista - BA, 2006. Almeida (2000)........ccceeevueenieenieinieenieeeieeieeene 68
Figura 3.2 - Tratamentos dispostos da bancada no delineamento

inteiramente casualizado. Vitéria da Conquista - BA, 2006. Almeida
(2000)....cimiiiiiiiiiicc s 69



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1 - Porcentagem média da germinacdo polinica em tulase nos 3
estddios de desenvolvimento floral, em quatro épocas de andlise. Vitdria da
Conquista - BA, 2000........cccoceriiriiiiriieeeeeieeeeteeeeseesee st 52

Tabela 2.2 - Porcentagens médias da avaliacdo da receptividade dos
estigmas utilizando dois testes nos diferentes estddios de desenvolvimento
floral. Vitéria da Conquista - BA, 2000.........ccccooviriirieniiniiniieieeieee 54

Tabela 2.3 - Resultados dos cruzamentos naturais e artificiais em O.
sanctum. Vitéria da Conquista/BA, 2000...........ccccvveirvenienennenneeicnnenne 56

Tabela 3.1 - Resumo da andlise de varidncia da porcentagem de
germinacdo (G), indice de velocidade de germinacdo (IVG) e teste de
primeira contagem (PC) em sementes de cebola. Vitéria da Conquista -

Tabela 3.2 - Dados médios da porcentagem de germinacdo, indice de
velocidade da germinacdo (IVG) e teste de primeira contagem relativos a
acdo dos diferentes tratamentos em sementes de cebola. Vitdéria da
Conquista - BA,; 2000........cccceeoriiiiiiiieeiieere ettt 71



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

CAPES Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior

G Germinagao

ISI Indice de Auto-Incompatibilidade

IVG Indice de Velocidade de Germinagio

LABGENCON Laboratério de Genética

OMS Organiza¢do Mundial da Saidde

P/O Pélen/Ovulo

PC Primeira Contagem

SAEG Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas

UESB Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia



SUMARIO

CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL.....cccoiuviiieeiiiieeeeciteeeeeeiteeeeeeiteeeeeesvaeeeessssesesssseseessasssaesnns 17

CAPITULO 2

BIOLOGIA FLORAL E "EEND]::NCIAS REPRODUTIVAS COM
POTENCIAL DE APLICACAO NO MELHORAMENTO GENETICO

EM TULASE (Ocimum Sanctum L.) ......ccceoeeeuieieeciieeeecieeeeeiieeeeeiee e 20

1 INTRODUGAO .....uvviiieiiiieeeiieeeeeteeeeeettteeeeetteeeeeataeeeettaeeeeetsaeeeensreseessseeaeanns 20
2 REFERENCIAL TEORICO.......c.cuoiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeie et 21
2.1 Classificag@o DOIANICA ...........cc..cocueeveeineinieirciiiciieieeieeeeeeee et 21
2.2 Importancia e utilizagc@o de O. SANCHUM.............cccueveereeeecrenceenreeeennnn. 23
2.3 Biologia floral e mecanismos reprodutivos .............ccceeeevereeeeeeveennnns 24

3 MATERIAL E METODOS ......ccviuiiiiiiiiiiiiieieiiieieiesseeseses s 30
3.1 Areq experimental..................cccoooveeveeeseeeeeeereereeeseeeeees e, 30
3.2 Material experimental...............cooccueeeeueeecieeecieeesiieecreeeseeesseesneenenens 30
3.3 Descrigdo da morfologia floral...............c..cocccoveeviiiiinincensinneannens 31
3.4 Determinagdo dos estddios de desenvolvimento floral........................ 32
3.5 Estudo dos grdos de polen e do eStigma..............c.occceueeecevenceeeennennnen. 32
3.5.1 Disponibilidade dos graos de polen.........ccccceeceeveeniencienneenneenneens 32
3.5.2 Viabilidade dos graos de polen........c..ccoceevveevieneenecniennenneenneen, 33
3.5.3 Germinabilidade e longevidade dos graos de pélen ..................... 33
3.5.4 Conservabilidade dos graos de polen..........ccceveereenienniennieenneen, 33
3.5.5 Receptividade dos eStZMAS .....cc.ceveereereerirerniieieeneeneeneeereeneens 34

3.6 Estudo do Sistema reprodutivo..............cceeeeeeeeeeeseeseenieeiesseenieenieens 35
3.7 Relac@o polen/Gvitlo (P/O).........uuocueeeeeeeeciieeiieeeiee e esee s sve e 38
3.8 Indice de auto-incompatibilidade (ISI) ...........ccueveeeeeeeecviiieecieeeenne, 39
3.9 ViSItANIES flOTAIS....cc..eveeeeieiiieiiiieiee ettt ettt et 39

4 RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccoiuiiiiiiiiiiiiieicieccic e 39
4.1 Diagnose flOTAl ............cccuueeeueeeeciieeeiieecieeseeeeeeeee e see e saeesaaeennneas 39
4.2 Determinagdo dos estddios de desenvolvimento flor ........................... 42
4.3 Disponibilidade POIINICA ..............ccueeeeueiecieeciireeiieecieesieeseee e 44
4.4 Viabilidade dos graos de polen................ccueeeeveeceeeceneiiienceeeeveennnen 47
4.5 Germinagdo e longevidade dos grdos de polen......................cocueeuce. 50
4.6 Conservabilidade dos grdos de polen................ccoevceevirenvecneneenan. 52

4.7 Receptividade do eStIGMA..............ccueeeeueiscieeiieeeiieecieesieeseiee e 53



4.8 SiStema rePrOAULIVO ..........cccueevcuieeciieiiiisiieeee ettt 55

4.9 Relacd@o polen/Ovilo (P/O)..........oocceivvoeeiniiiieiiiiiiieeieesieeeee e 57
4.10 Indice de auto-incompatibilidade (ISI)................cocooeeveeveeeeeereenne. 57
411 ViISTLANIES flOVAIS.....oveeceveeeiieeeiieeciee e eeieeeee et ae e sveesnae e 58
S CONCLUSOES ....eettetieeiteeeieeteeteesieesteesstesisessesseeseesseesseesssesnsesnseensesnseessanns 59
CAPITULO 3
EFEITO ALELOPATICO DA TULASE (Ocimum sanctum L.) EM
SEMENTES DE CEBOLA ...t 60
1 INTRODUGAO .....uvviiieiiiieeeiiieeeeeteeeeeeitteeeeettee e e eateeeeeetvaeaeeetsaeseeareseessseeaeanns 60
2 REFERENCIAL TEORICO.......ccueeiuiiiteeeteeetieeeeeiseeeseeeseeeseeesseesseeseeseeessesseesseens 61
2.0 ALCLOPALIA ...ttt 61
2.2 Germinagao de SEMEMLES............ueecueeeeeeeeeirieeeieeesreeseseeesseesseessnseenssens 64
3 MATERIAL E METODOS ....ccviivieuietiiteeresteeeeeereereesesseessesseessesesseessesseessesenns 66
3.1 LocaAl do eSTUAO ...........ouueeeeeeeecieeeeeeeeeeeccieeee e 66
3.2 Extrato bruto aquoso - INfUSAO ...........ccueevcvveeeieeeciieecieesieesiee e 67
3.3 Varidveis avaliadas e andlise eStatiStiCa ............cccuveeeeeeeeeeccveeeeennnnn.. 68
4 RESULTADOS E DISCUSSAO......cccutiiuieruieeieeieeieeieesieesseesnsessesseesseesseesseesnss 70
4.1 Efeito alelopdtico sobre a germMinagao .............ccocoeeeeeeuencuercueenueennen. 70
S CONCLUSAD . ....ccctteeteeesteeeteeesteesteeessseesseeessseessseeessseesseesssseesssessssseessseeans 72

REFERENCIAS ... v e e et es et e s et esesese e se s e s s s s senenens 73



CAPITULO 1

1 Introducao geral

O Brasil possui, aproximadamente, 23% das espécies vegetais existentes
no planeta, apresentando, portanto uma das maiores biodiversidade vegetal da
Terra, e acredita-se que pelo menos a metade destas espécies pode apresentar
alguma propriedade terapéutica itil a populagdo (MARTINS e outros, 1994).

Nas dltimas décadas, tem-se observado um numero cada vez maior de
pessoas preocupadas com o excesso das civilizacdes industriais, traduzidos em
danos e ameacas a integridade da satde fisica, mental e moral, recorrendo a
Fitoterapia num movimento quase que instintivo de reconciliagdo com a
natureza (BIESKI, 2005). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), cerca de 80% da populagdo mundial utiliza algum fitoterdpico no
tratamento de alguma sintomatologia desagraddvel, sendo que deste total mais
ou menos 30% foi por indicagdo médica (SILVA; CASALI 2000; CRESTANI e
outros, 2005).

Apesar de vérias plantas serem utilizadas com fins terapéuticos, nem
uma parte infima dessas plantas foi ainda estudada (MORAES e outros, 2002),
principalmente, ao que se refere ao sistema reprodutivo (ALMEIDA e outros,
2004).

Dentre as plantas medicinais de grande importincia encontra-se o
Ocimum sanctum L., conhecido popularmente como tulase, planta da familia
Lamiaceae que ocorre freqiilentemente nas Regides Sudeste e Nordeste do pais
(MARTINS, 1998).

O Genero Ocimum, pertencente a Familia Lamiaceae, inclui

aproximadamente 160 espécies, as quais sdo fontes de Oleos essenciais
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(GRAYER e outros, 1996; IOANNIDIS e outros, 2002) e substincias
aromdticas destinados a producdo de farmacos, perfumes, cosméticos e temperos
(SIMON e outros, 1990; MORALES; SIMON, 1996), sendo conhecidas
popularmente como manjericdes e alfavacas (KAMADA, 1998; MARTINS e
outros, 1994; JORGE e outros, 1992). Para se obter maior produgdo de 6leos
essenciais, via hibridacdo, é de fundamental importancia conhecer o sistema
reprodutivo da espécie em busca de informagdes que subsidiem o programa de
melhoramento genético de plantas aromdticas, condimentares e medicinais. O
estudo da biologia floral associado aos mecanismos reprodutivos das espécies
vegetais ¢ muito util tanto para subsidiar a condugdo de programas de
melhoramento genético de plantas, pois auxiliam, tanto na definicdo de métodos
mais apropriados a serem usados (FERREIRA e outros, 2004), quanto para o
correto manejo de determinada cultura (KIILL; COSTA, 2003). As técnicas de
manipulagcdo devem ser escolhidas de acordo com as formas de reprodugao, ou
seja, se é sexual ou assexual ou a combinacdo das duas; a natureza das estruturas
florais; a propor¢do de transferéncia de pdlen; o grau e o tipo de auto-
incompatibilidade; e o efeito da segregacdo sobre o vigor (FRANKEL; GALUN,
1977).

A tulase apresenta vdrios aleloquimicos, como: 4cidos fendlicos,
cumarinas, terpendides, flavondides, alcaldides, taninos e quinonas
(SAMMBAMURTY; SUBRAHMANYAN, 2000).

A diversidade destes aleloquimicos é atribuida a fitotoxidade sobre
vérias plantas, os quais sdo originados do metabolismo secundario dos vegetais e
podem interferir na germinacdo de sementes e no desenvolvimento de outras
plantas, por meio de sua liberacio (TOKURA; NOBREGA, 2006). Os
compostos alelopdticos constituem também uma forma de comunicagdo, pois
permitem as plantas distin¢do entre os organismos que lhes sdo prejudiciais ou

benéficos (RODRIGUES; LOPES, 2001). A investigacdo da atividade de
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diversos aleloquimicos tem despertado grande interesse, pois estudos desta
natureza podem auxiliar na reducdo de custos da produgdo agricola, com relagdo
a utilizacdo de defensivos agricolas tais como: herbicidas, inseticidas e
nematicidas; bem como, no que diz respeito a redu¢do do impacto ambiental
causado pelo uso desordenado e crescente de agrotdxicos (FERREIRA;
AQUILA, 2000; HIRAI, 2003).

Do ponto de vista agrondmico, a alelopatia é de grande interesse, pois
possibilita ndo s6 a selecio de plantas que possam exercer certo nivel de
controle sobre determinadas espécies indesejaveis, como também, o
estabelecimento de espécies que ndo sejam fortemente alelopéticas, mas que
possam compor lavouras equilibradas, com reflexos favordveis a produtividade e
longevidade das mesmas (SOUZA FILHO e outros, 1997). Assim sendo, este
trabalho teve como objetivo estudar a biologia floral, as tendéncias reprodutivas
e avaliar o potencial alelopatico de O. sanctum sobre sementes de cebola (Allium
cepa L.), visando fornecer subsidios para programas de melhoramento e

informacdes sobre a acdo de seus aleloquimicos.
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CAPITULO 2

BIOLOGIA FLORAL E TENDENCIAS REPRODUTIVAS COM
POTENCIAL DE APLICACAO NO MELHORAMENTO GENETICO
EM TULASE (Ocimum sanctum L.)

1 Introducao

O Género Ocimum, pertencente a Familia Lamiaceae, inclui cerca de
160 espécies, as quais sao fontes de 6leos essenciais (GRAYER e outros, 1996;
IOANNIDIS e outros, 2002) e substincias aromadticas destinados a producdo de
farmacos, perfumes, cosméticos e temperos (SIMON e outros, 1990;
MORALES; SIMON, 1996), sendo conhecidas popularmente como manjericdes
e alfavacas (KAMADA, 1998; MARTINS e outros, 1994; JORGE e outros,
1992).

No Brasil s@o cultivadas, aproximadamente, 11 espécies deste género,
dentre as quais pode-se citar: O. basilicum, O. americanum, O. gratissimum, €
0. tenuiflorum (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 1998b). A folhagem ¢ a parte
econdmica, possuindo tricomas glandulares, onde ocorre a sintese e o
armazenamento do 6leo essencial (GUPTA; SUSHMA, 1994). Dentre as plantas
medicinais de grande importancia encontra-se o Ocimum sanctum L., conhecido
popularmente como tulase, planta da familia Lamiaceae, Ordem Lamiales e
Classe Magnoliopsida (WATSON; DALLWITZ, 1999) que ocorre de forma
cultivada freqiientemente nas Regides Sudeste e Nordeste do pais (MARTINS,
1998).

O. sanctum L. (sin. O. tenuiflorum L.) é uma planta que apresenta uma
ampla distribui¢do geogréfica, sendo relatada por levantamentos etnobotanicos,

sua ocorréncia na India, Paquistdo, Australia, Filipinas, Brasil, Ardbia, Nepal,
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Pérsia, Egito (MGRIEVE, 1992; BHATTACHARIJEE, 1998). No Brasil, ¢é
muito cultivada na regido Nordeste, onde € utilizada ndo s6 na fitoterapia, mas
também como condimento (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 1998a).

Para se obter maior producdo de 6leos essenciais, via hibridacdo, é de
fundamental importincia conhecer o sistema reprodutivo associado com a
biologia floral da espécie em busca de informacdes que subsidiem o programa
de melhoramento genético de plantas arométicas, condimentares e medicinais
(ALMEIDA e outros, 2004).

O fato de ndo terem sido encontrados na literatura consultada dados
acerca das tendéncias reprodutivas da tulase, este trabalho teve como objetivo
estudar as tendéncias reprodutivas de O. sanctum visando fornecer subsidios
para programas de melhoramento, tal a grande relevancia farmacoldgica e a

condicdo aromética dessa planta.

2 Referencial tedrico

2.1 Classificacdo botainica

A familia Lamiaceae é composta, aproximadamente, por 224 gé€neros e
5600 espécies distribuidas em todo o planeta (ALMEIDA; ALBUQUERQUE,
2002). Os membros da familia Lamiaceae sdo constituidos por, principalmente,
ervas e arbustos e na familia nio foram encontradas epifitas, sapréfitas ou
parasitas (DOMINGUES-VAZQUEZ e outros, 2002). E uma das mais
importantes da Terra desde o ponto de vista etnobotinico e econdmico. Muitas
de suas espécies sdo cultivadas desde os tempos remotos devido suas
propriedades aromdticas e medicinais (Ocimum L., Mentha L., Thymus L.),

ornamentares (Stachus L., Scutellaria L.) (ALBUQUERQUE; ANDRADE,
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1998a). As plantas apresentam cdlice fundido em forma sino ou cone, algumas
vezes bilabiadas; pétalas pentdmeras; ovdrio sipero tetralocular ou tetralobado
com um 6vulo basal cada. Normalmente, o estigma é ginobdsico. O fruto é do
tipo aquénios com uma semente (DOMINGUES-VAZQUEZ e outros, 2002). Os
tipos de dispersdo mais comuns sdo: autocoria, barocoria, anemocoria,
hidrocoria e vérias formas de zoocoria, incluindo a dispersdo por humanos
(BOUMAN; MEEUSE, 1992).

O género Ocimum apresenta aproximadamente 160 espécies de habito
herbéceo e arbustivo, distribuidas nas regides tropicais e subtropicais da Africa,
Asia e América Central e do Sul (DARRAH, 1974; SIMON e outros, 1999;
BURGOS e outros, 2004). Seus representantes sdo plantas anuais ou perenes que
apresentam um grande polimorfismo de forma e tamanho das folhas, estrutura e
inflorescéncias e variacdo na coloracdo da corola, anteras e estigmas.
Basicamente, as folhas sd3o opostas, simples, pecioladas e verdes. As
inflorescéncias sdo terminais, plurifloras simples do tipo indefinida, racimosa,
centripeta ou monopodial. As flores sdo hermafroditas e pediceladas. O calice é
bilabiado, com ldbio superior redondado e cdncavo. A corola é tubular,
bilabiada, glabra ou pilosa, branca, branca-verdosa, rosa ou levemente purpurea.
Apresentam 4 estames, todos férteis ou 2 estéreis, com anteras dorsifixas. Ovdrio
glabro ou ligeiramente piloso, tetralobado, com estigma bifido
(ALBUQUERQUE; ANDRADE, 1998b).

No Brasil, acredita-se que hd aproximadamente 11 espécies que sdo
largamente cultivadas dentre as quais pode-se citar: O. basilicum, O.
americanum, O. gratissimum, e O. tenuiflorum (ALBUQUERQUE;
ANDRADE, 1998b). A folhagem € a parte econdmica, possuindo tricomas
glandulares, onde ocorrem a sintese e o armazenamento do O6leo essencial
(GUPTA; SUSHMA, 1994). Dentre as variadas espécies existentes pode-se

destacar o O. sanctum, conhecido popularmente por tulase.
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O. sanctum L. (sin. O. tenuiflorum L.) é uma planta pertencente a
familia Lamiaceae, Ordem Lamiales e Classe Magnoliopsida (WATSON;
DALLWITZ, 1999).

2.2 Importancia e utilizacdo de O. sanctum

Os maiores constituintes da tulase sdo dleos volateis como Eugenol,
Carvracol, Metil-Eugenol, Cariofileno, Metil-Cravicol e Ocimine (AHMAD;
KHALIQ, 2002). Esses 6leos volateis sdo ricos em alcaldides, flavandides,
saponinas, glicosidios, triterpenos, taninos, &4cido ascérbico e caroteno
(BAQUAR, 1989; LAAKSO e outros, 1990; PINO e outros, 1998; RAJU e
outros, 1999; SAMMBAMURTY; SUBRAHMANYAN, 2000).

Oleos essenciais de O. sanctum tiveram acdo anti-fingica em
Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. parasiticus, Helmenthosporium oxysporum
and Trichoderma viride (PRASHAR e outros, 1994).

Os extratos obtidos de suas folhas combatem diversos fitopatdgenos,
como virus e fungos, e insetos (AHMAD; KHALIQ, 2002). Eles se mostraram
eficientes no combate de Phomopsis psidii e P. viticola em concentracdes de
75% in vitro, que sdo fungos responsaveis pelo apodrecimento da uva (ARYA,
1998), controlaram o crescimento in vitro de Pyricularia oryzae, Cochiliobotus
miyabeanus e Rhizoctonia solani, que sao fungos causadores de podriddes,
morte de plantulas, aborto de flores, podriddes de armazenamento em trigo, soja,
algoddo, feijdo, milho, arroz, cenoura, tomate, girassol, ervilha e cebola
(AHMAD; PRASAD, 1995). Foram muito efetivos em Alternarie brassicae que
causa a mancha-de-alterndria em mustarda (RAM, 1997).

Na medicina, esta planta é bastante utilizada no combate de doencas em
humanos e animais (AHMAD; KHALIQ, 2002). A infusdao, com suas folhas,

mostrou eficiéncia contra maldria e gastrites em criangas, dores de ouvido,
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febres cronicas, hemorragias, disenteria, cdlicas, na destruicdo de vermes
intestinais e estomacais, como antidoto em picadas de cobra, doencas de pele e
picadas de insetos (DASTUR, 1988; BAQUAR, 1989; BHATTACHARIJEE,
1998). Os extratos etandlicos inibiram a a¢do do virus de Pélio tipo III em
99,90% (PARIDA e outros, 1997). Os extratos obtidos de suas folhas
demonstraram ac¢do anti-tumoral em cancer de pele em camundongos
(PRASHAR e outros, 1994), efeito anti-ulcerogénico em ratos (VANISAREE;
DEVAKI, 1995), potente atividade anti-oxidante (MAULIK e outros, 1997) e in
vivo protegeu as células de ratos contra danos (GANASOUNDARI e outros,
1997).

Existem dois flavandides de O. sanctum que t€m se mostrado
promissores na protecao, em humanos, contra radiacdes (DEVI e outros, 1998).
Pesquisas foram realizadas e demonstraram vdrias propriedades de O. sanctum,
como antiasmdtica (FIGUEREDO e outros, 2004), antiespasmddica,
hipotensora, analgésica, antiinflamatéria, antimicrobial, hepatoprotetora,
sedante, hipoglicemiante (AGARWAL e outros, 1996; SINGH; MAJUNDAR,
1997, BARZAGA e outros, 2002; GUPTA; SUSHMA, 2002), antidiabética
(GARCfA e outros, 1998) e antidepressiva (YAMAHARA, 1988; ALEJO e
outros, 1996).

2.3 Biologia floral e mecanismos reprodutivos

O estudo da biologia floral associado aos mecanismos reprodutivos das
espécies vegetais é de fundamental importancia tanto para subsidiar a condugdo
de programas de melhoramento genético de plantas, pois auxiliam tanto na
definicdo de métodos mais apropriados a serem usados (FERREIRA e outros,
2004), quanto para o correto manejo de determinada cultura (KIILL; COSTA,

2003). As técnicas de manipulacdo devem ser escolhidas de acordo com as
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formas de reproducdo, ou seja, se é sexual ou assexual ou a combinagdo das
duas; a natureza das estruturas florais; a proporc¢do de transferéncia de pdlen; o
grau e o tipo de auto-incompatibilidade; e o efeito da segregacdo sobre o vigor
(FRANKEL; GALUN, 1977).

O conhecimento da biologia floral e dos mecanismos reprodutivos de
determinada espécie permite, por exemplo, desenvolver estratégias para superar
as barreiras bioquimico-fisioldgicas observadas nos cruzamentos (AKORODA,
1983), pois a facilidade com que os hibridos controlados podem ser
reproduzidos ou os individuos escolhidos autofecundados representam,
freqiientemente, papel importante na determinagdo nio apenas do objetivo do
programa de melhoramento, mas também dos detalhes de sua execucdo
(ALLARD, 1971; IUCHI, 1994). Com base nos estudos da biologia floral e dos
sistemas reprodutivos, pode-se ainda entender o processo de domesticacdo das
espécies (HAMRICK, 1989), o que é extremamente relevante para vegetais que
sofreram pouca ou nenhuma manipulacio genética, compreender os padrdes de
fluxo génico e a diferenciacdo genética entre e dentro de populacdes (BAWA,
1974; CLEGG, 1980; HAMRICK, 1989), obter informacdes importantes sobre
os padrdes de cruzamentos, a dindmica dos processos microevoluciondrios e
quais as melhores formas para a conservacdo e manejo da espécie permitindo
delinear estratégias que otimizem a amostragem da variabilidade genética
(OLIVEIRA e outros, 2002; LINA e outros, 2003), explicar as possiveis
relacdes entre as plantas e o ambiente em que vivem (OLIVEIRA e outros,
2003), fazer inferéncias sobre os mecanismos de heranca, estimar a expressdo e
a determinacao 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
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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).

Sem contar também que aspectos relativos a flor no processo de
polinizacdo, tais como o hordrio de abertura plena (antese), a
morfologia/estrutura externa, a classificacdo botanica da flor e dos o6rgdos
reprodutivos, o hordrio de receptividade do estigma e de viabilidade e
germinacdo dos graos de pélen, os recursos e atrativos aos visitantes florais sdo
recursos imprescindiveis para aplicagdo de praticas de manejo e melhoramento
genético (BUENO; CAVALCANTE, 2002; SILVA e outros, 2003; RIBEIRO,
2006; SILVA e outros, 2006). A viabilidade do pdlen e a receptividade do
estigma podem ser determinados por meio de um grande ndmero de técnicas
(DAFNI 1992; KEARNS; INOUYE, 1993). A viabilidade polinica ¢
considerada uma medida de fertilidade masculina muito empregada no
monitoramento de pélen armazenado, de modo a garantir a fecundagao, tornando
possiveis cruzamentos entre gendtipos de potencial econdmico que apresentam
floracdo em épocas distintas (OLIVEIRA e outros, 2001).

Apesar de existirem espécies do género Ocimum que se hibridam
facilmente, hd espécies em que a promocdo da hibrida¢do constitui-se 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 taxa de cruzamentos naturais € fortemente influenciada por fatores
ambientais, portanto ela ndo € fixa, sendo sua varia¢do associada ao componente
genético e ao componente ambiental. Dentre os fatores ambientais
influenciadores da taxa de cruzamentos naturais, citam-se: época de floragdo,
direcdo e intensidade do vento, nimero e tipo de polinizadores, temperatura etc.

(ALLARD, 1971). Contudo, ha escassez de informagdes sobre eficiéncia das
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polinizacdes artificiais controladas entre algumas espécies e os poucos trabalhos
realizados mostram que ocorrem variagdes inter e intra-especificas, bem como a
influéncia de fatores ambientais (AKORODA, 1983). A polinizagdo artificial
realizada de forma ineficiente € o principal fator que limita a producdo da
espécie (BONAVENTURA, 1999). Virios sdo os fatores que podem influenciar
esta prética, dentre eles destaca-se o hordrio da polinizagdao (ZAYAS, 1996;
PEREIRA e outros, 2003) e a maturacio do pélen (ARAUIJO e outros, 1999).

A reproducdo constitui-se numa das caracteristicas fundamentais dos
seres vivos. Dentre as suas finalidades, pode-se mencionar a perpetuacdo dos
sistemas vivos, a reprodu¢do de tipos semelhantes aos ascendentes e a produgcao
de variagdo suficiente para que novos individuos possam ser adequadamente
aptos a se reproduzir e propagar seus genes (PATERNIANI, 1974).

Do ponto de vista do melhoramento genético de plantas, as espécies
podem ser classificadas em autégamas (plantas de autofecundagdo), alégamas
(plantas de fecundacdo cruzada) ou de sistema misto (plantas de autofecundacio
com uma taxa de fecundacdo cruzada) (FRYXELL, 1957; BRIGGS;
KNOWLES, 1967; ALLARD, 1971; FAEGRI; VAN DER PIIL, 1980;
HARTMANN e outros, 1990; WENDT, 2005). As espécies do género Ocimum
sdo, no geral, de fecundagdo cruzada, podendo apresentar autofecundagdao
(NATION e outros, 1992). Essa distingdo € de importancia primordial, uma vez
que os métodos de melhoramento aplicdvel ao grupo de plantas autdgamas sio,
no geral, diferentes daqueles que se aplicam as espécies alégamas (BRIGGS;
KNOWLES, 1967). Contudo, a principal diferenga entre esses dois sistemas
reprodutivos relaciona-se a influéncia da endogamia, em contraposicdo ao
acasalamento livre, ao acaso, sobre a estrutura genética das populagdes
(ALLARD, 1971; FRANKEL; GALLUN, 1977).

Além de definir estratégias adequadas de melhoramento, o

conhecimento acerca da biologia floral e do modo de reprodugdo das espécies
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vegetais permite, ainda, compreender melhor sua histéria evolutiva e os
mecanismos envolvidos (DOBZHANSKY, 1970) e pode ser uma importante
ferramenta no estabelecimento de programas de conservagdo da espécie
(ANDERSON, 1995).

Os sistemas de reprodugdo abrangem todos os aspectos da expressdo
sexual das plantas, que afetam as contribuicdes genéticas para as proximas
geracdes dos individuos pertencentes a espécie (SILVA e outros, 2006). Os
vérios tipos de sistemas sexuais podem ter diferentes implicagdes nas taxas de
exocruzamento, nos mecanismos de polinizacdo e no comportamento dos
polinizadores (DAFNI, 1992), interferindo na manutencao da variagdo genética
de populagdes naturais (SILVA e outros, 2003).

Nas populacdes de plantas alégamas, todas as plantas sdo altamente
heterozigotas e, quase sem excecdo, a endogamia tem como principal
conseqiiéncia genética o aumento da probabilidade de os individuos carregarem
alelos semelhantes, ocasionando uma reducao da variabilidade genética dentro de
familias resulta na deterioracdo geral do vigor e em outros efeitos adversos
(FERREIRA e outros, 2004). A maioria das plantas possui adaptagdes que
facilitam a polinizagdo cruzada (CRUDEN, 1977). Em espécies auto-
incompativeis a fecundacdo cruzada € virtualmente obrigatéria, porém, as
espécies xendgamas, auto-compativeis (muitas delas mondicas), estdo propensas
a altas taxas de auto-fecunda¢do, que podem resultar em depressao por
endocruzamento (SILVA e outros, 2006). A heterozigose parece ser
caracteristica essencial das variedades comerciais destas espécies e,
conseqiientemente, esta deve ser mantida durante o programa de melhoramento
ou restaurada na sua fase final. Entretanto, popula¢des de plantas autdégamas
geralmente consistem de misturas de muitas linhagens estreitamente aparentadas,
as quais, embora coexistindo lado a lado, permanecem mais ou menos

independentes uma da outra na reprodugao (ALLARD, 1971).
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A apomixia caracteriza-se por ser um tipo especial de propagacdo
vegetativa em que ocorre a producdo de sementes sem que haja fecundacdo
(RICHARDS, 1997), proporcionando assim uma oportunidade unica de
clonagem das plantas por meio de sementes, tendo relevante papel como
ferramenta no melhoramento de plantas (HANNA; BASHAW, 1987), ao
permitir a fixacdo de genes desejiveis independente do grau de heterozigose de
seus alelos (KOLTUNOW, 1995). Além disto, a multiplicacdo rapida de
gendtipos superiores geneticamente estdveis constitui-se em uma importante
estratégia de conservacdo do material genético na prevencao da vulnerabilidade
genética resultante do uso pelos agricultores de um ou poucos genétipos em
homozigose (HANNA; BASHAW, 1987).

A apomixia estd, freqiientemente, associada a poliploidia e origem de
espécies a partir de hibridagdes (NIJS; MENKEN, 1996). O controle genético da
apomixia ¢ uma tematica que vem sendo discutida recentemente, tendo em vista,
principalmente, a incorporagdo da ocorréncia deste fendmeno em populacdes de
espécies com importancia agrondmica (VIELLE-CALZADA e outros, 1996,
SPILLANE e outros, 2001). Entre espécies tropicais, a apomixia foi encontrada
em Poaceae (CARNEIRO; DUSI, 2002), Dipterocarpaceae (KAUR e outros,
1978), Melastomataceae (RENNER, 1989, GOLDENBERG; SHEPHERD,
1998), Bombacaceae (OLIVEIRA e outros, 1992), Clusiaceaec (HA e outros,
1988), Erythroxylaceae (BERRY e outros, 1991), além de Amaryllidaceae,
Anacardiaceae, Araceae, Cactaceae, Euphorbiaceae, Gentianaceae, Myrtaceae e

Orchidaceae (NYGREN, 1954).
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3 Material e métodos

3.1 Area experimental

As investigagdes foram conduzidas em uma 4rea experimental de
31,9m” e, no Laboratério de Genética (LABGENCON) 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).

No municipio de Vitéria da Conquista, comumente as temperaturas
mdxima e minima apresentam médias de, respectivamente, 25,3 e 16,1°C, a
umidade relativa média é de 70%, com o indice pluviométrico médio anual de
733,9 mm, sendo a maior concentragdo de chuva entre os meses de novembro e
abril. A vegetacdo predominante na regido é a Mata-de-Cipd, zona de transi¢ao

entre a Caatinga e a Mata Atlantica.

3.2 Material experimental

As plantas utilizadas nos experimentos foram mantidas ao ar livre, sendo
cultivadas em vasos com 6 litros de capacidade para o substrato, com 3 partes de
solo e uma de himus de minhoca. Foram utilizados em campo 70 individuos,

com espagamento de 0,8m x 0,5m (Figura 2.1).
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Figura 2.1 - Individuos utilizados no estudo dos mecanismos reprodutivos em
area experimental com espagamento de 0,8m x 0,5m. Vitéria da Conquista -
BA, 2006. Almeida (2006).

3.3 Descrigd@o da morfologia floral

Para realizacdo da diagnose das flores e inflorescéncias de O. sanctum
foi utilizado material vivo. A morfologia externa foi descrita utilizando, com o
auxilio do microscépio estereomicroscépio, o manual de Organografia de
Guimardes (1981) e, Vidal e Vidal (2000), no més de outubro de 2005. A
exsicata encontra-se depositada no Herbario da Universidade Estadual do

Sudoeste da Bahia/Campus de Vitéria da Conquista.

31



3.4 Determinagdo dos estddios de desenvolvimento floral

Para determinacdo da antese foram escolhidos e marcados,
aleatoriamente, dentre os 70 individuos, 100 botdes florais, provenientes de 20
inflorescéncias nos quais foram feitas observacdes didrias da abertura, no
periodo de 07:00 h da manhd de um dia até as 07:00 h da manhd do outro dia,
por 30 dias sucessivos, no més de novembro de 2005.

Para correlacionar os estddios de desenvolvimento da flor com a
maturacdo dos 6rgdos sexuais, bem como determinar a fase ideal de coleta de
grdos de pélen para serem utilizados nos cruzamentos artificiais, foi descrita a
morfologia externa relacionado-a com as atividades internas: disponibilidade,
viabilidade, germinabilidade e longevidade dos graos de pélen, receptividade dos

estigmas e polinizagdo.

3.5 Estudo dos grdos de polen e do estigma

3.5.1 Disponibilidade dos grdos de polen

A partir da antese, foram feitas observacdes para constatar qual
momento em que os botdes florais tinham, em média, suas anteras deiscentes.
Os que se enquadravam neste pardmetro foram coletados e levados ao
Laboratério de Genética. Estes tiveram suas anteras retiradas e maceradas em
uma lamina, com um bastfo de vidro. Para facilitar a visualizacao foi adicionada
uma gota do corante carmim acético, sendo posteriormente levada ao
microscopio 6ptico, a fim de estimar a disponibilidade polinica até o final da
andlise (pds-antese). Estes dados foram avaliados por meio da andlise de

regressao.
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3.5.2 Viabilidade dos grdos de polen

A viabilidade dos graos de polen foi analisada, pela contagem de 100
graos de polen selecionados ao acaso, em uma lamina, utilizando carmim
acético, segundo a técnica de Linsley e Cazier (1963), Lawrence (1966),
Almeida (1986), Dafni (1992) e, Kearns e Inouye (1993). Os efeitos dos horarios

de coleta sobre a viabilidade polinica foram estudados por andlise de regressao.

3.5.3 Germinabilidade e longevidade dos grdos de polen

Para verificacdo da taxa de germinabilidade dos graos de pdlen, foram
feitos macerados de estigmas provenientes de flores distintas, em presenca de
azul-de-ama, segundo a técnica de Johansen (1940) e, ao microscopio 6ptico
(microscopia de luz/aumento de 100 vezes), contados os grdos de podlen
germinados e os ndo germinados.

A longevidade dos grdos de pdlen foi avaliada observando desde o
momento de formagdo do primeiro tubo polinico até o dltimo, ao longo da pré-

antese, antese e pos-antese.

3.5.4 Conservabilidade dos grdos de polen

Para analisar este parametro, foram utilizados 50 tubos de Ependdorf, os
quais continham 20 anteras por tubo (Figura 2.2). Estes foram colocados em
geladeira, com uma temperatura entre 5 a 7°C, por um periodo de 90 dias. De 15
em 15 dias foram tomadas ao acaso 100 anteras, as quais foram dissecadas para

extracdo dos grdos de polen a fim de obter a taxa de viabilidade nos intervalos
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regulares de tempo supracitados. Os resultados foram avaliados por meio da

analise de regressao.

Este estudo foi realizado no periodo compreendido entre 20 de junho a

19 de agosto de 2006.

Figura 2.2 - Flores acondicionadas em tubos de Ependdorf para andlise da
conservabilidade polinica da tulase. Vitéria da Conquista - BA, 2006. Almeida
(2006).

3.5.5 Receptividade dos estigmas

A receptividade foi verificada pelo seu aspecto viscoso e umectante
(ALMEIDA, 1986) e testada utilizando perdxido de hidrogé€nio (H,O,) a 3%
(KEARNS; INOUYE, 1993).

Os itens 3.5.1, 3.5.2, 3.5.3 e 3.5.5 foram analisados em intervalos de 3

em 3 dias, no periodo de 05 a 26 de maio, ao longo de 24 horas consecutivas,
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num intervalo de 1 e 1 hora, sendo tomados por vez 3 flores provenientes de 3

plantas distintas nos diferentes estddios de desenvolvimento floral.

3.6 Estudo do sistema reprodutivo

O estudo dos mecanismos reprodutivos ocorreu entre os meses de margo
a novembro de 2006.

Para determinacdo da estimativa da autopolinizag¢do (autogamia) natural,
foram ensacados, na pré-antese, em cada individuo 50 botdes florais, os quais
foram escolhidos de forma aleatdria, totalizando 300 botdes analisados. Os
botdes foram ensacados em sacos de polietileno providos de poros, segundo a
técnica de Ormond e Pinheiro (1974) (Figura 2.3) 24 horas antes de sua abertura,
ou antese.

A autopolinizacdo (autogamia) artificial foi estimada utilizando,
basicamente, 0 mesmo procedimento anterior, sendo a diferenca o fato dos
botdes serem emasculados antes da deiscéncia das anteras e, posteriormente,
polinizados manualmente, com o auxilio de uma agulha de disseca¢do, utilizando
graos de pdlen de flores da mesma e/ou de outras inflorescéncias do mesmo
individuo (Figura 2.4), sendo, em seguida, rapidamente ensacados para nao
ocorrer contaminagao.

Para estimar a taxa de polinizagdo cruzada (alogamia) natural foram
utilizados 300 botdes, os quais, apds emasculados, ficaram expostos ao meio
ambiente sem prote¢cdo alguma e, 24 horas depois, foram protegidos com sacos
de polietileno para evitar interferéncias externas e observados, diariamente, até a

obtencao dos frutos.
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Figura 2.3 - Botdes florais ensacados em sacos de polietileno providos de
poros, segundo a técnica de Ormond & Pinheiro (1974). Vitéria da Conquista -
BA, 2006. Almeida (2006).

Figura 2.4 - Autopolinizacdo artificial em botdes florais de tulase com agulha
de dessecacdo. Vitdria da Conquista - BA, 2006. Almeida (2006).
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A poliniza¢do cruzada (alogamia) artificial foi testada em 300 botdes
florais, os quais foram totalmente emasculados e imediatamente foram
artificialmente polinizados com graos de pdlen de outra planta com o auxilio de
uma agulha de dissecagdo, a qual foi flambada a cada vez que foi usada; em
seguida, os botdes florais foram novamente ensacados. Foram etiquetados 50
botdes, com o objetivo de estimar o percentual de frutos produzidos em
condic¢des naturais.

Foi realizado também um estudo para estimativa da apomixia, onde
foram escolhidos no total 300 botdes florais os quais foram emasculados
(NARA; WEBBER, 2002) e tiveram o estilete cortado (GOLDENBERG;
SHEPHERD, 1998) de forma que fossem eliminados os estigmas e as anteras, a
fim de impedir a autopolinizacdo e a polinizagcdo cruzada (RICHARDS, 1997).
Posteriormente, estes foram protegidos com sacos de polietileno para
definitivamente impossibilitar a polinizacdo sobre o orificio feito pelo corte do
estilete com o bisturi.

No final foram contadas as sementes normais (lisas e integras) e as
anormais (murchas) dos frutos origindrios tanto de autogamia quanto da
alogamia e também por apomixia, sendo colocadas para germinarem em placas
de petri forradas com papel filtro umedecido com dgua destilada.

Dos 70 individuos utilizados no estudo, retirando as bordaduras
sobraram 40, dos quais foram escolhidos, de forma aleatéria, 6 individuos mais
vigorosos para determinagdo de cada sistema de reproducdo citado acima
(autogamia natural e artificial, alogamia natural e artificial e apomixia)
totalizando 30 individuos utilizados (Figura 2.5).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 5

tratamentos e 6 repeti¢des, perfazendo 30 parcelas.
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Figura 2.5 - Croqui do campo experimental dos individuos utilizados
na determina¢@o dos mecanismos reprodutivos.

@ - Bordadura, @ - Autogamia Natural, @ - Autogamia Artificial,
® - Alogamia Natural, @ - Alogamia Artificial, - Apomixia.

3.7 Relagdo polen/ovulo (P/O)

Foi obtida dividindo-se a média obtida do nimero de graos de pdlen
presentes pela média do niimero de 6vulos em uma flor, conforme metodologia
descrita por Cruden (1977). A estimativa do nimero de graos de pdlen foi feita
por meio da retirada desses de anteras indeiscentes de 20 flores de plantas
distintas na pré-antese, corados com carmin acético e observados sob
microscopio 6ptico com aumento de 100 X (KEARNS; INOUYE 1993). O
nimero de 6vulos foi determinado por meio do corte da parede do ovario, com
um bisturi, seguindo a contagem dos mesmos sob microscépio

estereomicroscopio (16x de aumento) (SOUZA e outros, 2004).
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3.8 Indice de auto-incompatibilidade (ISI)

Foi calculado pela razdo entre o percentual de frutificacdes resultantes da
autopolinizacdo natural pelo percentual de frutificagdes resultantes da
polinizacdo cruzada natural e pela andlise da taxa de autogamia artificial

(BULLOCK, 1985; DAFNI, 1992; FREITAS; OLIVEIRA, 2002).

3.9 Visitantes florais

Os visitantes florais foram coletados no periodo das 10:00 as 13:00 h,
mediante o uso de rede entomoldgica. Posteriormente, estes foram enviados para
especialistas para serem identificados taxonomicamente, a fim de determinar os
possiveis polinizadores ou pilhadores da tulase. A coleta ocorreu no més de

outubro de 2006, no intervalo entre 7 e 7 dias, totalizando 4 coletas.

4 Resultados e discussao

4.1 Diagnose floral

A tulase é uma espécie anual, que floresce durante todo o ano. Com base
na andlise floral, O. sanctum possui inflorescéncias terminais, plurifloras
simples do tipo indefinida, racimosa, centripeta ou monopodial, com flores
situadas em pedicelos, saindo de diversos niveis no eixo primdrio e atingindo
diferentes alturas, com pré-floracdo do tipo valvar induplicada (Figura 2.6). Na
inflorescéncia, a qual tem 8-13 cm de comprimento, hd em cada grupo de trés
flores ha uma pequena folha. As flores t€ém coloracdo levemente rosa, sendo

caracterizadas como completas, hermafroditas, ciclicas, hipdginas, diclamideas e
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heteroclamideas. O cdlice é persistente, gamossépalo, pentdmero e zigomorfo
com coloracdo esverdeada, com alguns pélos, principalmente na base, com o
labelo do célice oposto ao labelo da corola. A corola é gamopétala, pentdmera,
zigomorfa e caduca de coloragdo levemente rosa. O androceu é dialist€émone,
oligostémone, didinamo e epipétalo com quatro estames; as anteras sdo livres,
dorsifixas, ditecas e extrosas, com deiscéncia rimosa ou longitudinal, sendo o
filete rosa e a antera amarela. O gineceu é gamocarpelar e bicarpelar, com
estigma bifido de coloragdo branco meio rosado e com estilete ginobdsico
branco, o que corrobora com a descri¢do para o género, feita por Joly (1979).

Porém, com relagdo a estrutura do estigma, foi verificada em 10
individuos avaliados, a ocorréncia de certa variagdo morfoldgica, havendo no
mesmo individuo, flores com estigma bifido e trifido (Figuras 2.7 e 2.8). Com
base na literatura consultada, é caracteristica do género a presenca de estigma
bifido. Assim, pode-se caracterizar o estigma trifido como uma mutacao putativa
de ocorréncia natural, ou seja, espontianea. A expressdo deste cardter fenotipico
pode ser de grande importdncia, pois por meio da andlise sistemdtica de
mutacdes que afetam os padrées normais de desenvolvimento dos vegetais,
pode-se identificar os genes que governam o desenvolvimento vegetal e a
investigacdo de suas agdes (MORAES; DERBYSHIRE, 2002; ALBERTS e
outros, 1997), sem contar também que esta é uma fonte extremamente
importante de variabilidade genética nas populacdes de seres vivos (BURNS;
BOTTINO, 1991; FARALDO e outros, 2000). O oviério € supero, tetralobado,
com um disco nectarifero na base. Os frutos sdo tetraquénios apresentando

quatro sementes pequenas, amarronzadas e ligeiramente alongadas.
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Figura 2.6 - Inflorescéncia da tulase. Vitéria da Conquista - BA, 2006. Almeida
(2006).

Figura 2.7 - Comparacio entre duas flores da tulase com estigma bifido, a
esquerda (A) e trifido, a direita (B). Barra = 1mm. Vitdria da Conquista - BA,
2006. Almeida (2006).
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Figura 2.8 - Comparacio entre dois estigmas trifido (A) e bifido (B) corados
com o corante azul-de-aman. Barra = 0,5mm. Vitéria da Conquista - BA, 2006.
Almeida (20006).

4.2 Determinacdo dos estddios de desenvolvimento flor

A atividade floral compreendeu trés estddios florais: primeiro, pré-
antese, quando ocorreu a polinizacdo; segunda, antese, quando aconteceu a
abertura assincronica de flores e terceiro, pds-antese, quando houve a
fecundag@o dos 6vulos. O processo de antese teve inicio por volta das 09:00h
continuando ao longo da inflorescéncia durante todo o periodo luminoso, o que
pode ter sido influenciado pelas condi¢des climdticas da cidade de Vitdria da
Conquista. O climax de floragdo, no decorrer do dia, ocorreu em média entre as
09h30min e 12:30h, o que devido ao comportamento da abertura assincronica foi
considerado com antese.

Na pré-antese, o cdlice envolve todo o botdo floral (Figura 2.9), ndo

oferecendo, portanto, possibilidade de acesso a nenhum agente polinizador, o

42



que, segundo Almeida (1986), pode indicar autofecundagdo ou autogamia.
Ocorre, ainda nesse estadio, a liberacdo dos graos de pdlen e a deposi¢do destes
sobre o estigma, que ja se encontra receptivo, embora a flor permaneca fechada.
Portanto, acontece a polinizagdo, mas ndo a germinacdo dos grdos de pdlen.
Antes da antese, verifica-se que as bordas laterais do labelo do célice dobram
sobre si mesmas, a ponta se eleva e os lacinios laterais do cdlice afastam-se do
eixo central da corola, formando a abertura do célice, liberando a corola e
exteriorizando os 6rgdos reprodutores e assim se completa a antese (Figura 2.9).

O tempo de vida da flor se exaura ap6s, aproximadamente, 24 horas de
sua abertura. Entretanto, as flores ndo se abrem de maneira sincronica na
inflorescéncia, razao pela qual, em uma mesma planta, sdo encontradas flores
em diferentes fases de desenvolvimento no decorrer de um dia, o que corrobora
com Almeida e outros (2004), que realizaram um estudo com o O. officinalis e
Silva e outros (2006) que encontraram resultados semelhantes estudando O.
gratissimum.

Na tulase, a antese de cada flor ocorre em espaco de tempo muito curto,
o que ¢ justificado pela rdpida senescéncia floral, mas, em razdo do
assincronismo e da intermiténcia da abertura das flores, a atividade floral, no
decorrer de um dia, mantém-se intensa, promovendo o fluxo constante de

recompensa aos insetos polinizadores.
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Figura 2.9 - Diferentes estddios de desenvolvimento floral da tulase.
(A) - Pré-antese, (B) - Antese, (C) - Pés-antese. Barra = 1mm. Vitéria da
Conquista - BA, 2006. Almeida (2006).

4.3 Disponibilidade Polinica

A disponibilidade polinica teve um comportamento semelhante nos
diferentes dias de andlise (Figuras 2.10, 2.11, 2.12, 2.13). Em média a deiscéncia
das anteras ocorreu por volta das 09:20h. Analisando os resultados, observa-se
um declinio da disponibilidade dos graos de pdlen a partir da deiscéncia das
anteras até o final da andlise (18:30 h), o que leva a supor que seja eficiente o
transporte dos grdos de pdlen por algum agente polinizador, o que pode

promover tanto a autopoliniza¢do quanto a polinizagdo cruzada.
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Figura 2.10 - Estimativa do nimero de grios de pélen disponiveis nos
diferentes hordarios a partir da deiscéncia das anteras no dia 05 de maio de
2006. Vitdria da Conquista - BA.
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Figura 2.11 - Estimativa do nimero de graos de pdlen disponiveis nos
diferentes hordarios a partir da deiscéncia das anteras no dia 12 de maio de
2006. Vitdria da Conquista - BA.
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Figura 2.12 - Estimativa do nimero de grios de p6len disponiveis nos
diferentes hordrios a partir da deiscéncia das anteras no dia 19 de maio de 2006.
Vitéria da Conquista - BA.
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Figura 2.13 - Estimativa do nimero de graos de pdlen disponiveis nos
diferentes hordrios a partir da deiscéncia das anteras no dia 26 de maio de 2006.
Vitéria da Conquista - BA.
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4.4 Viabilidade dos grdos de polen

Para estimar a viabilidade polinica foi utilizado o corante carmin
acético, onde para que o grio de polen fosse caracterizado como vidvel teria que
apresentar-se com o citoplasma colorido de vermelho e com formato regular
(Figura 2.14).

A viabilidade polinica variou ao longo dos estddios de desenvolvimento
floral nos diferentes dias de analise. A analise foi realizada durante os dias 5, 12,
19 e 26 de maio de 2006. As investigacdes se iniciaram a partir das 18:30h de
um dia até as 18:30h do outro dia, perfazendo um total de 24h de andlise

(Figuras 2.15, 2.16, 2.17, 2.18).

Figura 2.14 - Graos de Pélen vidveis (A) e invidveis (B) da tulase. Vitdria da
Congquista - BA, 2006. Barra = 18.75um. Almeida (2006).

Observa-se um aumento na quantidade de grdos de pdlen vidveis, a

medida que se aproxima da antese, o que segundo Biondo e Battistin (2001), isto
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estd relacionado ao alto potencial de fertilidade dos gametas masculinos, sendo
que logo apds comecga a declinar. Estes resultados estdo de acordo com os dados

de disponibilidade polinica.
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Figura 2.15 - Estimativa da quantidade de graos de pdlen vidveis no intervalo
de 24 horas realizada no dia 05 de maio de 2006. Vitdria da Conquista - BA.
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Figura 2.16 - Estimativa da quantidade de graos de pdlen vidveis no intervalo
de 24 horas realizada no dia 12 de maio de 2006. Vitdria da Conquista - BA.
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Figura 2.17 - Estimativa da quantidade de graos de pdlen vidveis no intervalo
de 24 horas realizada no dia 19 de maio de 2006. Vitéria da Conquista - BA.
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Figura 2.18 - Estimativa da quantidade de gréos de pdlen vidveis no
intervalo de 24 horas realizada no dia 26 de maio de 2006. Vitéria da
Conquista - BA.
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E de suma importincia para o sucesso evolutivo, que na abertura da flor
o grao de podlen se encontre plenamente vidvel; e geralmente, a medida que o
tempo avanga, a viabilidade vai diminuindo e reduzindo sua eficiéncia na
fecundacio e posterior fertilizacao (SOUZA e outros, 2002).

A eficacia dos cruzamentos, tanto entre variedades e cultivares de uma
espécie como entre espécies, depende diretamente da viabilidade do pdlen
(TECHIO e outros, 2006). Conhecer o periodo de viabilidade polinica é de suma
importincia no melhoramento genético de plantas. Na hibridacdo envolvendo
plantas alégamas, cada grdo de pdlen leva consigo a heranca genética
conseqiiente da heterozigose, fazendo com que essas plantas ndo transmitam
para proxima geracdo gendtipos em que os genes estejam fixados ou em
homozigose, mas sim o préprio gameta, tamanha a probabilidade de diferentes

associagdes alélicas (SOUZA e outros, 2002).

4.5 Germinagdo e longevidade dos grdos de polen

Para verificacdo da germinacio dos griaos de pdlen foram avaliados 45,
12 e 18 estigmas, na pré-antese, antese e pds-antese, respectivamente, no
periodo de 24 horas, com inicio em 18:30h. Foi observado que
aproximadamente, em média, a partir das 08:30 h na maioria das flores em pré-
antese as anteras se encontravam deiscentes. Com isso, desse periodo em diante,
foram encontrados grdos de pdlen depositados no estigma, o qual ji se
encontrava receptivo (Figura 2.19).

Analisando a Tabela 2.1, verifica-se que a germinacdo nas condicdes
naturais do més em estudo, a formagao do tubo polinico ocorre na pds-antese, ou
seja, a fecundagdo e posterior fertilizacdo acontecem nesse periodo, o que indica
ser o melhor horério para se obter sucesso reprodutivo em cruzamentos.

Analisando a longevidade dos graos de pdlen foi verificado que esta, no
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periodo de analise do experimento, ocorreu aproximadamente a partir das
12:30h até o final da andlise as 18:30h. Este periodo, reflete diretamente na

capacidade do pélen se manter funcional.

Figura 2.19 - Graos de pdlen corados da tulase depositados sobre o estigma
com o corante azul-de-aman. Barra = 0,5mm. Vitéria da Conquista - BA,
2006. Almeida (2006).

51



Tabela 2.1 - Porcentagem média da germinagdo polinica em tulase nos 3
estddios de desenvolvimento floral, em quatro épocas de andlise. Vitéria da
Conquista - BA, 2006.

Dados médios (%) da germinacio polinica nos diferentes

Data estadios de desenvolvimento floral
Pré-Antese Antese Pos-Antese
05.05.06 0 0 20
12.05.06 0 0 22
19.05.06 0 0 21
26.05.06 0 0 22

4.6 Conservabilidade dos graos de polen

Os dados referentes a conservacgdo dos graos de pélen da tulase estdo na
Figura 2.20.

Em programas de melhoramento genético metodologias que otimizem a
conservagdo dos griaos de pdlen sdo de extrema importancia, pois € necessario
que estes mantenham sua viabilidade até o momento em que serd utilizado em
hibridagdes (FRANZON e outros, 2004). A andlise dos resultados revelou que
os grdos de podlen da tulase, conservados nas condi¢des de geladeira, se
mantiveram vidveis por um periodo de 90 dias. Isto demonstra que esta
metodologia, de baixo custo, ¢ uma alternativa exeqiiivel para conservacdo dos
graos de poélen, podendo subsidiar programas de melhoramento, viabilizando
cruzamentos entre individuos com potencial econdmico que apresentem
barreiras temporais de floragdo, baixa taxa de polinizagdo natural ou
geograficamente separados como observado por Oliveira e outros (2001) em

acaizeiro.
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Figura 2.20 - Anidlise da conservabilidade dos graos de p6len pela estimativa da
viabilidade polinica em intervalos de 15 em 15 dias. Vitdria da Conquista - BA,
2006.

4.7 Receptividade do estigma

Para verificacio do periodo de receptividade do estigma, foram
avaliados 45, 12 e 18 estigmas, na pré-antese, antese e pds-antese,
respectivamente, no periodo de 24 horas para cada teste utilizado. Nas condi¢des
climiticas do més de maio de 2006, com temperatura e umidade médias,
respectivamente, 23,6°C e 84%, a andlise da receptividade do estigma estd
expressa em porcentagem média na Tabela 2.2.

O periodo de receptividade do estigma em média, avaliado pelo teste do
aspecto umectante e viscoso, comecou a ser constatado por volta das 07:30 h, e
utilizando o peréxido de hidrogénio a partir das 05:30 sendo estendido por todo
periodo da anélise.

A utilizagdo do peréxido de hidrogénio na verificacdo da receptividade
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do estigma, é um teste quimico que envolve reacdes enzimdticas da enzima
peroxidase, em que se baseia na hipdtese que a presenca desta enzima reflete a
receptividade do estigma (PIO e outros, 2004). E com base nos resultados, este
mostrou-se em média mais eficiente do que o de verificagdo do aspecto
umectante e viscoso.

O estigma fica receptivo desde a fase da pré-antese até a pds-antese.
Além disso foi verificado que este se encontrava receptivo antes da deiscéncia
das anteras, o que caracteriza 0. sanctum como protoginica, corroborando com
resultados encontrados para o alfavacdo (O. officinalis) (ALMEIDA e outros,
2004) e contrastando com os resultados obtidos por Sobti e Pushpangadan
(1982) para algumas espécies do género Ocimum, que foram protandricas.

Para se obter éxito na polinizacio com posterior fecundagdo e
fertilizacdo, um dos fatores essenciais é a receptividade do estigma. Em alguns
casos, os graos de pdlen sdao depositados antes deste periodo, fazendo com que
estes permanecam por um longo periodo vidvel para germinar, o que pode

contribuir para o ndo sucesso evolutivo (STOSSER e outros, 1997).

Tabela 2.2 - Porcentagens médias da avaliagdo da receptividade dos estigmas
utilizando dois testes nos diferentes estddios de desenvolvimento floral. Vitéria
da Conquista - BA, 2006.

Dados médios (%) da receptividade do

Testes Data estigma nos diferentes estadios de
Utilizados desenvolvimento floral
Pré-Antese Antese Pos-Antese

A 05.05.06 6,60 41,66 38,89
um:cptz‘:& . 120506 8,80 58,33 44,44
Viscoso 19.05.06 0,00 0,00 5,50
26.05.06 11,10 66,67 33,33

05.05.06 17,77 100,00 100,00

Peroxido de 12.05.06 20,00 100,00 100,00

Hidrogénio  19.05.06 20,00 100,00 94,44

26.05.06 17,78 100.00 100,00
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4.8 Sistema reprodutivo

Com base na produgdo dos frutos, a tulase apresentou taxas de 80,17%,
14,33%, 24,83%, e 4,17% para, respectivamente, autopolinizacdo natural e
artificial, polinizacdo cruzada natural e artificial (Tabela 2.3), o que indica que a
espécie &, preferencialmente, autdgama, e isto € muito importante para formagao
das sementes, pois por meio da autogamia elas sdo formadas sem que haja a
necessidade de polinizagdes artificiais (PATERNIANI, 1974). Nesse caso, a taxa
de cruzamentos ¢é importante, porque produz contaminacdo de materiais
genéticos. Assim, devido a ocorréncia de autogamia, pode-se inferir que a
espécie O. sanctum é autocompativel, sendo alta a viabilidade das sementes
originadas por autopolinizagdo. Espécies do género Ocimum, além de serem
autocompativeis, sdo alocompativeis, pois cruzamentos interespecificos resultam
em hibridos férteis, a exemplo de O. kilimandscharicum x O. americanum e
0. gratissimum X O. sanctum (SOBTI; PUSHPANGADAN, 1982).

Ocorreu também uma porcentagem de frutos produzidos pela
fecundagdo cruzada, o que € extremamente importante, pois a alogamia
possibilita a manutencdo ou o aumento do vigor hibrido das espécies pela
ocorréncia de novas combinac¢des de genes codificadores de caracteres de
interesse agrondmico (PATERNIANI, 1974), como por exemplo, a producdo de
Oleos essenciais que, por serem amplamente utilizados pelas indtstrias
farmacéuticas, tém alto valor no mercado nacional e internacional (NATION e
outros, 1992). Como a fecundagdo acontece na pds-antese com a flor j4 aberta, é
possivel ocorrerem pequenas taxas de fecundacdo cruzada, o que condiz com o
estudo feito por Khosla (1986), Krishnan (1981) e Nation e outros (1992) e
contradiz com o conduzido por Darrah (1974) e Torrey (1989) em diferentes
espécies do género Ocimum. Na hibridacdo envolvendo plantas al6gamas, cada

grdo de podlen leva consigo a heranga genética conseqiiente da heterozigose,
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fazendo com que essas plantas ndo transmitam para a préxima geracdo gendtipos
em que os genes estejam fixados ou em homozigose, mas sim o proprio gameta,
tamanha a probabilidade de diferentes associacdes alélicas (SOUZA e outros,
2002).

Das 50 flores etiquetadas, com o objetivo de estimar o percentual de
frutificacdes sob condi¢des naturais, foi verificada a ocorréncia de 200 frutos,
com crescimento e desenvolvimento normais, significando taxa de 100% de
pegamento.

Na época da polinizagdo, a flor encontra-se fechada, significando que os
graos de pdlen sao compativeis e suficientes para fecundar os 6vulos da flor.
Assim, ocorre cleistogamia nas flores de O. sactum. Este resultado condiz com o
trabalho realizado com O. officinalis por Almeida e outros (2004).

Niao foi obtido nenhum fruto na verificacio da apomixia, sugerindo,

portanto a ndo ocorréncia deste sistema na tulase.

Tabela 2.3 - Resultados dos cruzamentos naturais e artificiais em O. sanctum.
Vitéria da Conquista/BA, 2006.

Sistemas Reprodutivos (Modalidades)

P:::ll;; ‘:;:;:S Autogamia  Autogamia Alogamia Alogamia Apomixia
(Natural) (Artificial) (Natural) (Artificial)

N° Total de Flores 300 300 300 300 300
utilizadas
N° Total de Frutos 1200 1200 1200 1200 1200
esperados
N° Total de Frutos 962 172 298 50 0
observados
Sucesso Reprodutivo 80,17 14,33 24,83 4,17 0

(%)
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4.9 Relacdo polen/ovulo (P/0O)

A relaglo pdlen/6vulo estd diretamente relacionada a oferta de recursos
tréficos florais, a0 modo de polinizacdo e ao sistema reprodutivo dos vegetais
(LENZI e outros, 2005). Plantas com fecundacdo cruzada (alégamas)
apresentam um ndmero maior de grdos de pdlen em relacio ao de dvulos,
enquanto que plantas com autofecundagdo (autdgamas) tendem a apresentar um
numero similar de graos de pélen e 6vulos por flor (CRUDEN, 1977).

Para O. sanctum a razdo (P/O) é de 160, o que a classifica de acordo
com Cruden (1977) como autégama facultativa, ou seja, se beneficia da
autopolinizacdo e da polinizacdo cruzada. Isso estd de acordo com os resultados
obtidos nos tratamentos de polinizacao.

Este método constitui-se em uma alternativa rdpida e de baixo custo, se
comparado as técnicas de cruzamentos artificiais controlados e de marcadores
moleculares, além de serem usados nos estudos de evolugao dos mecanismos
reprodutivos dos vegetais. Entretanto, cuidado deve ser tomado em interpretar os
resultados, pois fatores como tipo, nimero e distribuicio dos polinizadores
podem afetar a quantidade de graos de poélen produzidos pela flor (SILVA e
outros, 2005).

4.10 Indice de auto-incompatibilidade (ISI)

O ISI obtido foi de 3,22%, o que significa que a tulase € ligeiramente
auto-incompativel.

O percentual de frutos produzidos na autogamia artificial foi 14,33%, e
este resultado indica que a tulase € parcialmente auto-compativel.

A andlise dos dois resultados € aceitdvel, ao passo que foram obtidos
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frutos provenientes das autopolinizagdes. No entanto, a utilizacdo do ISI merece
um pouco de cautela, pois pode ocorrer uma falsa estimacio, onde a auséncia de
sementes pode ser resultante da esterilidade de 6vulos, embora os graos de pélen

sejam bastante compativeis (DAFNI, 1992).

4.11 Visitantes florais

As espécies da familia Lamiaceae t€ém uma estrutura floral favordvel a
polinizacdo por abelhas (KHOSLA, 1986). As flores de O. sanctum apresentam
atributos florais relacionados a sindrome floral de Melitofilia (FAEGRI; VAN
DER PIJL, 1980), tais como corola pouco tubulosa, odor doce, pequena
distancia entre a cdmara nectarifera e os 6rgaos sexuais e antese diurna.

Os insetos que visitaram as flores de O. sanctum sdo de habito diurno e
dentre os visitantes florais coletados, cerca de 70% era a Apis mellifera. Ela esta
presente na populacdo de tulase durante todos os meses do ano, pousando, em
cada visita, em vdrias flores, permanecendo nelas de 5 a 10 segundos. Para o
género Ocimum a A. mellifera é o polinizador mais comum (DARRAH, 1980;
ALMEIDA e outros, 2004).

As flores, embora cleistogdmicas, recebem, normalmente, pdlen
exdgeno por meio dos polinizadores. Um bom polinizador visita grande nimero
de plantas de uma mesma espécie, transportando, por sua vez, numerosos graos
de pdlen em seus pélos ramificados (ALMEIDA e outros, 2004), requisito este
que faz da A. mellifera um importante vetor de pdlen para O. sanctum, garantido

elevada producdo de sementes e assegurando variabilidade genética da espécie.
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5 Conclusoes

As investigacdes realizadas com a tulase, em Vitéria da Conquista - BA,
permitiram obter as principais conclusoes:
® O horério de antese ocorre, em média, a partir das 09:30h.
e Os graos de pélen podem ser conservados em geladeira por 90 dias sem
perder significativamente a sua viabilidade.
¢ Nido ocorre a apomixia na espécie.
e O tipo de sistema reprodutivo para a espécie € a autogamia facultativa, ou

seja, se beneficia da autopolinizacio e da polinizacio cruzada.
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CAPITULO 3

EFEITO ALELOPATICO DA TULASE (Ocimum sanctum L.) EM
SEMENTES DE CEBOLA

1 Introducao

O Ocimum sanctum L., conhecido popularmente como tulase, é uma
planta da familia Lamiaceae que ocorre freqiientemente nas Regides Sudeste e
Nordeste do pais (MARTINS, 1998). Os seus maiores constituintes sdo 6leos
volateis como Eugenol, Carvracol, Metil-Eugenol e Cariofileno (AHMAD;
KHALIQ, 2002) os quais sdo ricos em alcaldides, flavanéides, saponinas,
glicosidios, taninos, 4cido ascérbico e caroteno (BAQUAR, 1989; PINO e
outros, 1998; RAJU e outros, 1999; SAMMBAMURTY; SUBRAHMANYAN,
2000).

Nas ultimas décadas, estudos envolvendo a andlise e acdo de
aleloquimicos em ecossistemas naturais € manejados t€m despertado o interesse
de muitos pesquisadores (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2005). Suas
potenciais aplicacdes na agricultura sdo interessantes, uma vez que reducdes na
producdo vegetal, principalmente, no aspecto da germinacdo (SCHERER e
outros, 2005), causadas por plantas daninhas ou residuos de culturas prévias
podem, em alguns casos, ser atribuidas a alelopatia (BORTOLINI; FORTES,
2005). Sem contar também que a alelopatia é reconhecida como um mecanismo
ecoldgico que influencia na sucessdo vegetal primdria e secunddria, englobando
todos os estddios sucessionais; na formacdo de comunidades vegetais e na
dindmica entre diferentes formagdes; na dominéncia de certas espécies vegetais,

afetando na biodiversidade local bem como na produtividade e manejo de
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culturas (WALLER e outros, 1993; MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2005).
Devido ao fato de nio haver na literatura consultada dados revelando

investigacdes alelopdticas da tulase, este trabalho teve por objetivo avaliar o

potencial alelopatico dos extratos aquosos de O. sanctum sobre sementes de

cebola (Allium cepa L.).

2 Referencial tedrico

2.1 Alelopatia

O termo alelopatia vem do grego allelon = de um para outro, pathds =
sofrer. O conceito descreve a influéncia de um individuo sobre o outro, seja
prejudicando ou favorecendo o segundo, e sugere que o efeito é realizado por
biomoléculas (denominadas aleloquimicos) produzidas por uma planta e
lancadas no ambiente, seja na fase aquosa do solo ou substrato, seja por
substancias gasosas volatilizadas no ar que cerca as plantas terrestres
(FERREIRA; AQUILA, 2000; TOMITA-YOKOTANI e outros, 2005). A
Sociedade Internacional de Alelopatia tem definido a atividade alelopatica como
um processo envolvendo metabdlitos especiais (aleloquimicos) produzidos por
plantas, microorganismos, virus e fungos que influenciam o crescimento e
desenvolvimento de sistemas agricolas e bioldgicos (ALVES e outros, 2003).

Considerando o metabolismo secunddrio, os vegetais produzem uma
gama de aleloquimicos que sdo de grande importancia na adaptacdo das espécies
e na organiza¢do de comunidades vegetais (SOUZA, 2005; DAYAN e outros,
2000). Eles podem apresentar acdo direta ou indireta sobre a planta alvo
(PAULA, 2002). Alteragcdes nas propriedades e caracteristicas nutricionais do

solo e também nas populacdes e/ou atividade de organismos que habitam o solo
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sdo consideradas como efeitos indiretos. Os efeitos diretos, por sua vez, sdo mais
estudados e compreendem alteracdes celulares e metabdlicas, incluindo
modificacdes no funcionamento de membranas, na absor¢ao de nutrientes e de
dgua, na atividade fotossintética e respiratéria, na germinagdo entre outras
(MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006). Essas substincias quimicas estdo
presentes em diferentes 6rgdos, incluindo folhas, flores, frutos e gemas de
muitas espécies vegetais (DELACHIAVE e outros, 1999; ANAYA e outros,
1990). Os efeitos alelopaticos s@o mediados por meio de substincias quimicas
pertencentes a diferentes categorias de compostos, tais como fendis, terpenos,
alcaléides, poliacetilenos, acidos graxos, peptideos, entre outros (PERIOTTO e
outros, 2004; XUAN e outros, 2005). As saponinas, os taninos e os flavondides
estdo entre os aleloquimicos comumente citados como responsdveis por
causarem efeitos diretos e indiretos, podendo ser liberados em condigcGes
naturais, j4 que s@o hidrossoliveis (FERREIRA; AQUILA, 2000). Sem contar
também que os derivados fendlicos sdo notdveis pela sua capacidade de
interferir com a atividade dos reguladores de crescimento, formando complexos
com giberelinas, exibindo acao antagonista com o 4cido abscisico ou inibindo as
ATA-oxidases, aumentando assim a acao das auxinas (SOARES e outros, 2002)
e alguns sesquiterpenos tém sido testados como reguladoras de crescimento de
plantas. De acordo com os grupos funcionais presentes no esqueleto
sesquiterpénico, podem ser observados diferentes efeitos na promogdo ou
inibicdo da germinacdo de sementes de diferentes espécies ou cultivares
(ALVES e outros, 2003). Vale ressaltar que a inibi¢do alelopdtica resulta da acdo
conjunta de um grupo de aleloquimicos que, coletivamente, interferem em varios
processos fisioldgicos e dependem da extensao dos estresses bidticos e abidticos
associados, ou seja, a alelopatia estd estreitamente ligada a outros estresses
ambientais, incluindo temperaturas extremas, deficiéncias de nutrientes e de

umidade, radiagdo, insetos, doencas e herbicidas (EINHELLIG, 1996). Essas
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condi¢cOes de estresse freqiientemente aumentam a producdo de aleloquimicos,
aumentando o potencial de interferéncia alelopatica (EINHELLIG, 1995).

O uso de herbicidas sintéticos tem suscitado insatisfacdes de ordem
social, especialmente, por estes comprometerem a qualidade dos recursos
naturais, colocarem em perigo a vida silvestre e contaminarem os alimentos da
dieta humana (KHANH e outros, 2005). Esses fatores t€ém indicado que novos
métodos de controle de plantas daninhas precisam ser estabelecidos, que sejam
ao mesmo tempo eficientes no controle dessas plantas, resguardem os interesses
da sociedade e ndo contaminem os recursos naturais (SOUZA FILHO e outros,
2005).

Os ecossistemas mantém um equilibrio que pode ser considerado como
conseqiiéncia das interacdes de muitos sinais quimicos, de vdrios componentes
do sistema (WARDLE e outros, 1998). Sendo parte desse sistema, as plantas
vém sendo consideradas como potenciais fontes de moléculas que podem ser
utilizadas de varias formas para proteger e manter a producdo agricola (SAITO;
LUCHINI, 1998).

Nesse contexto, as investigacdes de plantas com atividade alelopatica
podem ser uteis por representar excelente oportunidade na busca de fitotoxinas
com potencial para compor novos produtos que possam substituir os atuais
herbicidas mais especificos e menos prejudiciais ao ambiente (MACIAS e
outros, 1998).

Para o efeito alelopatico ser constatado, o procedimento inicial consiste
na técnica do bioensaio, empregando-se material biolégico como indicador da
substancia em estudo (INDERIJIT; DAKSHINI, 1995). A resisténcia ou
tolerancia aos metabdlitos secunddrios que funcionam como aleloquimicos é
mais ou menos especifica, existindo espécies mais sensiveis que outras, como
por exemplo, Lactuca sativa L. (alface), Allium cepa L. (cebola), Lycopersicon

esculentum Miller (tomate) e Cucumis sativus L. (pepino), sdo consideradas
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plantas indicadoras de atividade alelopética (ALVES e outros, 2004). Para que
seja indicada como planta teste a espécie deve apresentar germinacgdo ripida e
uniforme e um grau de sensibilidade que permita expressar os resultados sob
baixas concentragdes das substincias alelopaticas (FERREIRA; AQUILA,
2000).

Diversas sdo as espécies vegetais que tiveram investigada seu potencial
alelopatico tais como: Artemisia absinthium L (DELACHIAVE e outros, 1999);
Mimosa  caesalpinaefolia (RODRIGUES; LOPES, 2001); Leucaena
leucocephala (Lam.) (PIRES e outros, 2001); Caesalpinia pluviosa DC.
(Caesalpinaceae), Schizolobium parahyba (Vell.) Blake (Caesalpinaceae),
Mimosa artemisiana Heringer e Paula (Mimosaceae), Piptadenia gonoacantha
(Mart.) Macbr. (Mimosaceae), Clitoria fairchildiana R.A. Howard (Fabaceae) e
Erythrina speciosa Andrews (Fabaceae) (SOARES e outros, 2002); Coffea
ardbica e Oryza sativa (SANTOS e outros, 2002); Brachiaria decumbens
(SOUZA e outros, 2003); Andira humilis Mart. ex Benth (PERIOTTO e outros,
2004); Plectrantus amboinicus - Lamiaceae (INGANCI e outros, 2006);
Cecropia pachystachya Trec. (Urticaceae), Peltophorum dubium (Spreng.)
Taub. (Fabaceae), Psychotria leiocarpa Cham. (Rubiaceae), Sapium
glandulatum (Vell.) Pax (Euphorbiaceae) e Sorocea bonplandii Boer (Moraceae)

(MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006).

2.2 Germinagdo de sementes

A germinagdo € um fendmeno biolégico que pode ser considerado pelos
botinicos como a retomada do crescimento do embrido, com o subseqiiente
rompimento do tegumento pela radicula (FERREIRA; BORGHETTI, 2004). Em
sintese, tendo-se uma semente vidvel em repouso, por quiescéncia ou dorméncia,

quando sdo satisfeitas uma série de condi¢Oes externas (do ambiente) e internas
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(intrinsecas do individuo), ocorrerd o crescimento do qual conduzird a
germinacdo. Dentre os principais fatores que afetam a germinacdo podem-se
citar os seguintes: a luz, a temperatura, a disponibilidade de dgua, o oxigénio etc.
Referente a sensibilidade luminosa, existe uma ampla variacdo nas respostas
germinativas (RAVEN e outros, 2001). Algumas sementes podem germinar em
presenca ou auséncia de luz. Ndo sé a luz como também sua interagdo com a
temperatura vao ser fatores determinantes no processo germinativo. Assim, a
temperatura exerce um importante papel na germinacdo de sementes
fotossensiveis (sensiveis a luz). Com relagdo a temperatura, esta pode afetar as
reacdes bioquimicas que determinam todo o processo germinativo. As sementes
apresentam capacidade germinativa em limites bem definidos de temperatura,
varidvel de espécie para espécie, que caracterizam sua distribui¢do geogréfica.
As temperaturas extremas (abaixo e acima da temperatura 6tima) sdo aquelas
onde as sementes ndo conseguem germinar mais. H4 espécies que respondem
bem tanto a temperatura constante como a alternada. A alternincia de
temperatura corresponde, provavelmente, a uma adaptacio ao ambiente
(SOUZA, 2005).

Entre os fatores do ambiente, a dgua € o fator que mais influencia o
processo de germinacdo. Com a absorcdo de dgua, por embebi¢do, ocorre a
reidratacdo dos tecidos e, conseqilientemente, a intensificacdo da respiracdo e de
todas as outras atividades metabdlicas que resultam com o fornecimento de
energia e nutrientes necessarios para a retomada de crescimento por parte do eixo
embrionario (VIEIRA; CARVALHO, 1994). Por outro lado, seu excesso, em
geral, provoca decréscimo na germinagdo, visto que impede a penetracdo do
oxigénio e reduz todo o processo metabdlico resultante.

A velocidade de germinag@o é um dos conceitos mais difundidos sobre p
vigor de sementes. Lotes de sementes com percentagens de germinacio

semelhantes, freqiientemente mostram diferencas em suas velocidades de
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germinacdo, indicando que existem diferencas de vigor entre elas (VIEIRA;
CARVALHO, 1994). Segundo os mesmos autores, as avaliagdes das plantulas,
sdo realizadas diariamente a mesma hora, a partir do dia em que surgem as
primeiras normais. Essas plantulas normais sdo computadas e retiradas do
substrato para evitar alteracdes no desenvolvimento de outras plantulas. O
procedimento descrito de avaliacdo prossegue até o dia da tdltima contagem
estabelecido pelas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 1992). Ao fim do
teste, com os dados didrios do nimero de plantulas normais, calcula-se a
velocidade de germinagdo. Pelo IVG, quanto maior o valor obtido subentende-se
maior velocidade de germinacao a maior vigor, pois o indice calculado estima o
nimero médio de sementes germinadas por dia (FERREIRA; BORGHETTI,
2004).

O teste de primeira contagem baseia-se no principio de que as amostras
que apresentam maior percentagem de germinacdo de plantulas normais na
primeira contagem, estabelecida pelas Regras Para Andlises de Sementes

(BRASIL, 1992), sdo as mais vigorosas.

3 Material e métodos

3.1 Local do estudo

As investigagdes foram conduzidas no Laboratério de Genética
(LABGENCON) 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), no periodo compreendido entre os meses de setembro

a novembro de 2006.
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3.2 Extrato bruto aquoso - Infusdo

Com base em levantamentos etnobotianicos (ALBUQUERQUE;
ANDRADE, 1998 a, 1998 b) a populacgdo tradicional utiliza flores e folhas da
tulase em 5 critérios bdsicos, a saber: ¥2 mdo (aproximadamente 6 folhas =
0,640g), 1 mao (aproximadamente 12 folhas = 1,528g), 2 maos
(aproximadamente 25 folhas = 2,778g), 3 mdos (aproximadamente 50 folhas =
5,498g) e 4 maos (aproximadamente 110 folhas = 12,354g), os quais foram
designados, respectivamente, como tratamentos 1,2 3, 4, 5. Foram também
embebidas sementes em dgua destilada, as quais foram utilizadas como controle
(tratamento 6). O bioensaio foi realizado a temperatura ambiente e 0 organismo
teste utilizado foram sementes de cebola. Inicialmente as folhas foram
desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1%, em seguida foram lavadas 10
vezes com 4gua destilada, sendo posteriormente conduzidas a estufa de secagem
a uma temperatura de 50°C onde permaneceram por 24h. Em seguida, cada
concentracdo foi colocada em erlenmeyer de 500 mL e adicionada 50 mL de
dgua destilada. Os recipientes foram hermeticamente fechados e depois foram
aquecidos até alcangar a temperatura de 100°C. Logo apés, foram deixados em
repouso por, aproximadamente, 40 minutos, e depois deste periodo foi feita uma
filtragem a fim de obter o extrato aquoso. Cada concentragdo foi colocada em
becker de 500 mL, onde nestes foram adicionadas as sementes de cebola as
quais permaneceram embebidas por 24h. Apés este periodo estas foram levadas
para uma capela de vidro asséptica (Figura 3.1), para evitar possiveis
contaminacdes, na qual foram colocadas em placas de petri, com papel filtro

umedecido com dgua destilada para prosseguir com as avaliacdes.
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Figura 3.1 - Camara asséptica utilizada no experimento. Vitéria da Conquista -
BA, 2006. Almeida (2006).

3.3 Varidveis avaliadas e andlise estatistica

Foram avaliadas as seguintes varidveis: indice de velocidade de
germinagdo (IVG), com contagens didrias até décimo segundo dia; teste de
primeira contagem aos seis dias e teste de germinacdo, aos 12 dias segundo
determina as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 1992), para sementes
de cebola.

Para avaliar a germinacdo foram utilizadas 10 repeti¢des de 20 sementes
de cebola, para cada concentracdo dos extratos e do controle totalizando 60
observagdes, no delineamento estatistico inteiramente casualizado (Figura 3.2),

sob condi¢gdes ambientais, com temperaturas variando entre 21 a 25°C. A
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unidade experimental consistiu de uma placa de petri com 20 sementes para as
varidveis primeira contagem, germinacdo e IVG. Foram realizados para
verificacdo da homogeneidade das variancias os testes Cochran e Bartlett, e para

verificacdo de normalidade o teste de Lilliefors e com isso as varidveis primeira

contagem e germinagdo foram transformadas segundo arco seno de \/_ x/100.

a,? a &i‘é‘@‘
CCECEQRE
(-n(”‘k(i (\.%@} t:\

Figura 3.2 - Tratamentos dispostos da bancada no delineamento inteiramente
casualizado. Vitéria da Conquista - BA, 2006. Almeida (2006).

N

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste de Duncan (P<0,05). As andlises foram realizadas
com o auxilio do Software Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG),

versdo 8.1. conforme recomendacdes de Ribeiro Junior (2001).
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4 Resultados e discussao

4.1 Efeito alelopdtico sobre a germinagdo

Os resultados equivalentes a andlise de variincia e ao teste de média
estdo apresentados nas tabelas 3.1 e 3.2.

Analisando os resultados verifica-se que os testes ndo diferiram
significativamente pelo teste de média, o que indica que os aleloquimicos nas

concentracdes utilizadas, presentes na tulase nio afetaram estes parametros.

Tabela 3.1 - Resumo da andlise de varidncia da porcentagem de germinagdo
(G), indice de velocidade de germinacdo (IVG) e teste de primeira contagem
(PC) em sementes de cebola. Vitéria da Conquista - BA, 2006.

Quadrados Médios
F.V. G. L. G IVG PC
Tratamento 5 203,9351* 0,3167341%* 90,77632 *
Residuo 54 85,80883 0,1779456 82,77341
Total 59
C.V. (%) 16,592 26,316 26,101
Média 55,90 1,60 34,78

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 3.2 - Dados médios da porcentagem de germinacéo, indice de velocidade
da germinacdo (IVG) e teste de primeira contagem relativos a acdo dos
diferentes tratamentos em sementes de cebola. Vitéria da Conquista - BA, 2006.

Tratamento Germinacao IVG Primeira

Contagem
1 55,0576 a 1,5792 a 34,4240 a
2 62,9400 a 1,8450 a 39,5330 a
3 58,2790 a 1,7368 a 36,6280 a
4 55,7640 a 1,6028 a 31,2820 a
5 53,3220 a 1,3287 a 32,1470 a
6 49,6230 a 1,5251 a 35,1300 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a
5% de probabilidade.

De acordo com Maraschin-Silva e Aqiiila (2006) os extratos aquosos sao
misturas que podem conter substincias de vdrias classes como terpendides,
fendlicos, alcaldides, aminodcidos ndo protéicos, dentre outras, e que
apresentam efeitos complexos sobre a germinacdo, ainda ndo completamente
elucidados.

Como a producdo de aleloquimicos estd estreitamente ligada a outros
estresses ambientais (temperaturas extremas, deficiéncias de nutrientes e de
umidade, radiagdo, insetos, doencas e herbicidas) (FERREIRA; AQUILA,
2000), pode-se inferir que possivelmente a tulase pode ndo estar sofrendo algum
tipo de estresse. Adicionalmente, resultados positivos ou negativos para
alelopatia, obtidos em laboratério, podem ndo se repetir em condi¢des naturais
(ORR e outros, 2005), devido a ocorréncia simultinea de diversos fatores
bidticos e abidticos que podem mascarar este fenomeno (TOMITA-YOKOTANI
e outros, 2005). Para se ter uma conclusdo definitiva destes resultados em
condi¢des naturais sugere-se uma investigacdo mais ampla, que inclui outras

abordagens experimentais, principalmente testes em campo.
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5 Conclusao

A tulase ndo apresenta potencial alelopatico em condigdes de

laboratorio.
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