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RESUMO

SILVA, A. B. Citogenética e Biologia Reprodutiva da Alfavaca do Campo
(Ocimum campechianum Mill.). Vitoria da Conquista-BA: UESB, 2007. 63 p.
(Dissertagdo — Mestrado em Agronomia, Area de Concentragdo em Fitotecnia).

Ocimum campechianum Mill., conhecida no nordeste brasileiro como “alfavaca
do campo”, ¢ uma importante fonte de 6leos essenciais, presentes em folhas,
inflorescéncia e sementes, utilizados pela industria farmacéutica, por conter
eugenol, metil-eugenol, e linalol, também utilizados pela industria de alimentos
e perfumes. Os objetivos deste trabalho foram estudar a citogenética,
particularmente o numero de cromossomos, o comportamento meidtico e a
viabilidade polinica, e a biologia reprodutiva do O. campechianum Mill. As
analises citogenéticas usando o método de Feulgen e a Banda C confirmaram
que todas as populacdes de O. campechianum estudados mostraram a presenga
de 2n = 48 + 2-4 Bs cromossomos. A analise do comportamento dos
cromossomos durante a meiose | foi realizada de maneira convencional ao
microscopio optico, confirmando a presenca de 24 bivalentes na metafase I. O.
campechianum possui flores protandricas e hermafroditas, apresentando
autogamia facultativa.

Palavras-chave: Oleos Essenciais. Cromossomos. Autogamia Facultativa.

* Orientador: Claudio Lucio Fernandes Amaral, D.Sc., UESB e Co-orientadora: Eliane
Mariza Dortas Maffei, D.Sc., UESB.
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ABSTRACT

SILVA, A. B. Reproductive biology and cytogenetics of the Alfavaca do
Campo (Ocimum campechianum Mill.). Vitoria da Conquista-BA: UESB,
2007. 63 p. (Dissertation — Master’s in Agronomy, Concentration Area in Crop
Science).”

Ocimum campechianum Mill., known in the Brazilian northeast as “alfavaca do
campo”, is an important source of essential oils with is present in their leaves,
flowers and seeds, used by the pharmaceutical industry, for containing eugenol,
methyleugenol, and linalool also used for perfume and food industries. The
objectives of this work were to study the cytogenetic particularly chromosome
number, meiotic behavior and pollen viability, and reproductive biology of the
O. campechianum Mill. The cytogenetic studies using Feulgen method and C
Banding confirmed that all populations of O. campechianum studied showed the
presence of 2n = 48 + 2-4 Bs chromosome number. Cytological analysis of
meiotic behavior was employed to verify the meiotic behavior, confirming that
chromosome of O. campechianum paired as 24 bivalents in metaphase I. O.
campechianum has protandrous and hermarphoditic flowers and presents
facultative autogamy.

Keywords: Essential Oils. Chromosomes. Facultative Autogamy.

* Adviser: Claudio Lucio Fernandes Amaral, D.Sc., UESB and Co-adviser: Eliane
Mariza Dortas Maffei, D.Sc., UESB.
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CAPITULO 1

CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introducao e revisao da literatura

O género Ocimum, familia Lamiaceae, compreende mais de 30 espécies
de ervas e subarbustos encontradas em regides tropical e subtropical da Asia,
Africa, América Central e do Sul, mas os principais centros de diversidade sio
os continentes africano e americano (SOBTI; PUSHPANGADAN, 1982;
PATTON, 1992; PATON; PUTIEVSKY, 1996; HARLEY, 1996; HARLEY,
2000; LORENZI; MATOS, 2002).

As plantas deste género apresentam grande diversidade de espécies,
sendo conhecidas, popularmente, como alfavacas e manjericoes (SIMON e
outros, 1990; MORALES; SIMON, 1996; JAVANMARDI ¢ outros, 2002).

No Brasil, podem ser anuais ou perenes a depender do local em que séo
cultivados e da aplicagdo comercial de seus subprodutos, com predominio do
uso das folhas frescas ou desidratadas na culinaria, na produgdo de fitoterapicos,
sendo as folhas, inflorescéncias e sementes, as principais partes utilizadas na
obtencdo de terpenodides e compostos fendlicos (SIMON e outros, 1990;
JAVANMARDI e outros, 2002; BLANK e outros, 2004).

A principal matéria prima obtida das plantas do género Ocimum sdo os
oleos essenciais, com elevado valor agregado nos mercados nacional e
internacional, contidos nas folhas e apices com inflorescéncias das espécies
cultivadas como o manjericdo doce (Ocimum basilicum), cuja obtengdo se da
principalmente por processos de hidrodestilagdes, com destaque para o linalol
(40,5 a 48,2%) (SIMON e outros, 1990; SIMON e outros, 1999; BLANK e
outros, 2004).

14
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Tomando-se como referéncia o preco do 6leo essencial de manjericdo
doce no mercado internacional, atingindo, no ano de 2004, valor proximo a US$
100,00/litro, pode-se ter uma nocdo do quanto a implantagdo do cultivo de
espécies medicinais, aromaticas e condimentares pode ser uma atividade
promissora e rentavel aos produtores do Nordeste do Brasil (SIMON e outros,
1990; DARRAH, 1990; BLANK e outros, 2004).

Ocimum campechianum Mill, conhecida no nordeste brasileiro como
Alfavaca do Campo ou Alfavaca de Galinha, ¢ uma importante fonte de 6leos
essenciais, presentes em folhas, inflorescéncia e sementes, largamente utilizados
pela industria farmacéutica, por conter eugenol, metil-eugenol, elimicina e
linalol (YUNES e outros, 2001; SILVA e outros, 2004), ¢ de compostos
fenolicos antioxidantes e aromadticos de interesse agronomico ¢ da industria
alimenticia (JAVANMARDI, ¢ outros, 2003; SILVA e outros, 2004).

Os extratos da planta sdo usados na medicina tradicional no tratamento
de reumatismo, paralisias, epilepsia e doencas mentais, além de conter
compostos biologicamente ativos que s3o utilizados naturalmente como
inseticida, nematicida, fungicida ou antimicrobial (ALBUQUERQUE;
ANDRADE, 1998; ECKELMANN, 2002; ALBUQUERQUE; ANDRADE,
2002; SILVA e outros, 2001; SILVA e outros, 2004).

As propriedades antidiarréicas e anti-colinérgicas dos chas preparados
das folhas de O. campechianum sdo amplamente difundidas nas comunidades de
baixa renda do semi-arido nordestino, tendo grande relevancia social, uma vez
que constituem uma alternativa aos medicamentos alopaticos no tratamento de
diarréia e desidratagdo, especialmente em idosos e criangas recém-nascidas
(HOAREAU; DASILVA, 1999; YUNES e outros, 2001; SILVA e outros,
2004).

O sistema de reproducdo, juntamente com os mecanismos de dispersao

de pélen e sementes desempenham papel central na determinagdo da estrutura

15
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genética de populagdes (ALLARD, 1971; AHMAD; KHALIQ, 2002; BLANK ¢
outros, 2004). Este conhecimento ¢ de fundamental importancia em programas
de melhoramento e conservacdo genética porque permite delinear estratégias que
otimizem a amostragem da variabilidade genética ¢ a adog¢do de modelos
genético-estatisticos adequados para a estimativa de parametros multifatoriais,
como a sintese de terpendides (ALLARD, 1971; KRISHNAN, 1981;
ECKELMANN, 2002).

Para obter maior produg@o de dleos essenciais em Alfavaca do Campo
via hibridacdo, seguida de selecdo de germoplasma superior, ¢ de fundamental
importancia conhecer seus aspectos reprodutivos e citogenéticos, tanto para
subsidiar a conducdo de programas de melhoramento genético, quanto propor
estratégias de conservacdo e ampliagdo da variabilidade genética desta

importante espécie medicinal.

16
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CAPITULO 2

BIOLOGIA FLORAL E TENDENCIA REPRODUTIVA DA ALFAVACA
DO CAMPO (Ocimum campechianum Mill.)

2.1 Introducao

A maioria das variedades do género Ocimum disponiveis no mercado
pertence a espécie Ocimum basilicum (SIMON e outros, 1999), havendo grande
interesse por parte dos pesquisadores em encontrar materiais ndo domesticados
que apresentem consideravel produtividade em termos de dleos essenciais que
possam ser hibridizados com O. basilicum produzindo descendentes férteis
(SIMON e outros, 1984; HILTUNEN; HOLM, 1999; VIEIRA; SIMON, 2000).

Boa parte das espécies estudadas do género Ocimum L., além de serem
autocompativeis, sdo alocompativeis, pois cruzamentos interespecificos resultam
em hibridos férteis, a exemplo de O. kilimandscharicum x O. americanum e O.
gratissimum x O. sanctum (PUSHPANGADAN; SOBTI, 1982; KHOSLA,
1988).

Neste contexto, o conhecimento da biologia floral ¢ dos mecanismos
reprodutivos de espécies autdctones permitem, por exemplo, desenvolver
estratégias para aumentar a eficiéncia de cruzamentos controlados com o intuito
de se obter hibridos interespecificos (RYDING, 1994; HILTUNEN; HOLM,
1999; ECKELMANN, 2002).

Ocimum campechianum Mill., uma das espécies menos conhecidas do
género, nativa das Américas do Sul e Central, ¢ popularmente conhecido como
alfavaca de galinha, dentre outros nomes regionais, cujo potencial uso na
farmacologia e inddstria de alimentos vem sendo demonstrado recentemente
(ALBUQUERQUE; ANDRADE, 1998b; SACCHETTI e outros, 2004;
MANFREDINI e outros, 2004).

17


http://www.iteksoft.com/pdf-creator/
http://pdf.iteksoft.com/pdf-writer/

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Embora sejam reconhecidas suas potencialidades e seu uso nas
comunidades indigenas e tradicionais do norte e nordeste do Brasil, ndo foram
encontrados na literatura cientifica disponivel estudos sobre a biologia floral
desta espécie medicinal, condimentar ¢ aromatica (FRANCA e outros, 2004;
HILTUNEN; HOLM, 1999; SACCHETTI e outros, 2004; SILVA e outros,
2004).

O objetivo desta secdo foi estudar a biologia floral e a tendéncia
reprodutiva da alfavaca do campo (Ocimum campechianum Mill.), visando
subsidiar iniciativas futuras de hibridagdo e selecdo em programas de

melhoramento genético.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Coleta, propagacao e cultivo

Cinco acessos, representando cinco populagdes de O. campechianum,
foram coletados nos municipios de Vitoria da Conquista, Planalto, Jequié e Feira
de Santana no Estado de Bahia e Fortaleza no Estado de Ceara, Brasil.

A triagem do material boténico foi realizada com uso de uma chave de
classificacdo para espécies do género Ocimum que ocorrem no nordeste do
Brasil proposta por Albuquerque e Andrade (1998a), sendo a identificagdo
boténica realizada posteriormente por um especialista.

As sementes foram previamente selecionadas e, posteriormente,
germinadas em bandejas de isopor de 128 células preenchidas com substrato
composto por solo, esterco bovino e areia, numa propor¢édo de 3:2:1.

As mudas obtidas foram transplantadas para canteiros de 5 m
(comprimento) x 1 m (largura) x 0,25 m (altura) preenchidos pelo mesmo

substrato solo, esterco bovino e areia, na propor¢do de 3:2:1, localizados na area
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experimental da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus

Universitario de Jequié, Bahia.

2.2.2 Estudo da morfologia floral

A descrigdo das flores e inflorescéncias de Ocimum campechianum Mill.
foi baseada em estudos de material vivo (ALBUQUERQUE; ANDRADE,
1998a). As excicatas foram confeccionadas utilizando-se ramos com folhas e
inflorescéncias contendo flores, frutos e sementes do material vivo. Apds serem
montadas, estas foram levadas para estufa onde, apos 24 horas, foram
devidamente identificadas para deposi¢ao no Herbario da Universidade Estadual

do Sudoeste da Bahia (HUESB) (MORI e outros, 1989).

2.2.3 Estudo dos eventos florais

O horario de antese das flores foi investigado pela marcagdo de 50
botdes florais de 10 plantas tomadas ao acaso na véspera da abertura das flores.
No dia seguinte, as flores foram observadas a cada 30 minutos entre Sh e 17h,
anotando-se quando decorria os eventos florais pré-antese, antese e pos-antese.
O horario de deiscéncia das anteras foi obtido de forma semelhante (PEREIRA;

FREITAS, 2002).

2.2.4 Biologia da polinizacdo

A taxa de autopolinizagdo natural foi estimada pelo ensacamento de 250
botdes florais de 25 inflorescéncias, tomadas aleatoriamente de cada um dos 20

(vinte) individuos. Os botdes foram ensacados em sacos de polietileno providos
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de poros, segundo a técnica de Ormond e Pinheiro (1974), 24 horas antes de sua
abertura, ou antese, a qual devera ser visualmente determinada (FAEGRI; PIJL,
1979; KEARNS; INOUYE, 1993; CAMPOS e outros, 2004).

A autopoliniza¢do (autogamia) artificial foi realizada pelo ensacamento
de 250 botdes florais, que emasculados antes da deiscéncia das anteras, e
posteriormente, polinizados manualmente com poélen de flores de outras
inflorescéncias no mesmo individuo, sendo logo ensacados para ndo ocorrer
contaminagdo (ORMOND; PINHEIRO, 1974).

A taxa de polinizacdo cruzada (alogamia) natural foi estimada em 250
botdes, os quais, apds emasculados, ficaram expostos ao meio ambiente sem
protecdo alguma e, 24 horas apds este processo, foram novamente ensacados,
para evitar interferéncias externas, e, observados, diariamente, até a obtengdo
dos frutos (KEARNS; INOUYE, 1993).

A taxa de polinizagdo cruzada artificial foi obtida em 250 botdes florais
totalmente emasculados antes da deiscéncia das anteras. Tanto os botdes
artificialmente polinizados quanto aqueles dos quais o poélen foram retirados
receberam a protecdo com sacos de polietileno, a fim de evitar a contaminagao
com o polen de outras flores (KEARNS; INOUYE, 1993).

Imediatamente apds a emasculacdo, as flores foram polinizadas e o
polen de uma planta foi conduzido até o estigma da flor de outra planta
pertencente a outra populagdo, com o uso de uma agulha de dissec¢éo, flambada
a cada vez que era usada; em seguida, os botdes florais foram novamente
ensacados. Também foram etiquetadas 50 flores aleatoriamente com o objetivo
de estimar o percentual de frutos produzidos em condi¢des naturais (KEARNS;

INOUYE, 1993).
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2.2.5 Receptividade dos estigmas

Foi verificada pelo seu aspecto viscoso e umectante (ALMEIDA, 1986)
e testada utilizando peroxido de hidrogénio (H,0O,) a 3% (KEARNS; INOUYE,
1993), ressaltando-se que as flores foram observadas nos estadios de pré-antese,
antese e pos-antese (AKORODA, 1983; SEDGLEY; SMITH, 1989; ALMEIDA
e outros, 2004).

2.2.6 Disponibilidade e viabilidade dos graos de pdlen

A disponibilidade dos graos de polen foi estimada por meio da contagem
de polen das anteras nos diferentes estadios de desenvolvimento floral (VIEIRA
e outros, 2004).

Foi analisada a viabilidade dos graos de polen com diferentes corantes,
sendo eles: a orceina acética, o carmim acético, o corante segundo Giemsa e o
reativo de Alexander, segundo as técnicas de Linsley e Cazier (1963), Lawrence
(1966), Alexander (1980) e Almeida (1986), em diferentes estadios de
desenvolvimento floral (ALEXANDER, 1980; MENDES, 1994; OLIVEIRA ¢
outros, 2001; SOUZA e outros, 2002; EINHARDT e outros, 2006).

2.2.7 Germinacgdo de sementes

As sementes foram lavadas com agua destilada e colocadas para
germinar em placas de Petri descartaveis de 90 mm de didmetro forradas com
papel filtro qualitativo umedecido com agua deionizada. O experimento foi
conduzido em camara BOD Marconi MA-402 sob temperatura 27 + 1°C e

fotoperiodo 14 horas de luminosidade, monitorado diariamente. O substrato foi
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umedecido durante o periodo de duragdo do teste com agua deionizada
(FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

A parcela experimental constituiu-se na placa contendo as sementes
oriundas dos experimentos de polinizagdo, perfazendo seis tratamentos com oito
repeticdes em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Foi avaliado o
parametro percentagem de germinagdo (%G) (BRASIL, 1992; FERREIRA;
BORGHETTI, 2004; SANTANA; RAMAL, 2004).

2.2.8 Pardmetros reprodutivos

2.2.8.1 Indice de auto-incompatibilidade

O indice de auto-incompatibilidade foi calculado com base no quociente
do percentual de frutificagdes provenientes de autopolinizagdes pelo percentual
de frutificagdes oriundas de polinizagdes cruzadas (BULLOCK, 1985;
FREITAS; OLIVEIRA, 2002).

2.2.8.2 Eficacia reprodutiva

Foi estimada a eficacia reprodutiva pela razdo entre o percentual de
frutos formados por polinizagdo aberta (controle) e dos frutos formados por
polinizagdo cruzada manual (ZAPATA; ARROYO, 1978; NATION e outros,
1992; FREITAS; OLIVEIRA, 2002).
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2.2.8.3 Relagdo polen-ovulo

A relagdo polen-6vulo foi utilizada para estimar a tendéncia reprodutiva
do O. campechianum, sendo calculada a partir da estimativa do nimero médio
de grios de pdlen por flor em relacdo ao numero de 6vulos por flor, segundo
pardmetro estabelecido por Cruden (1977), no qual estipulam-se cinco classes
distintas, sendo elas: cleistogamia (2,7-5,4), autogamia obrigatéria (18,1-39,0),
autogamia facultativa (31,9-396,0), xenogamia facultativa (244,7-2588,0) e
xenogamia obrigatoria (2108,0-195525,0), cujos valores refletiram a eficiéncia
da polinizacdo. Segundo estimou Cruden, quanto mais eficiente a transferéncia
de podlen, menor seria a razdo poélen-6vulo (CRUDEN, 1977; CRUDEN, 2000;
BENNETT, 2001).

2.2.9 Presenca de osmdforos e nectdrios

A presenga de osmoforos nas flores foi determinada por meio do teste
com solu¢@o de vermelho neutro (diluigdo 1 g: 1000 ml) segundo metodologia
de Kearns e Inouye (1993). Os locais de absor¢ao e reflexdo de raios ultravioleta
foram identificados na corola segundo a metodologia descrita por Vogel (1993),
e, 0s constituem atrativos aos visitantes florais, funcionando juntamente com os
odores liberados pelos nectarios como displays (KEARNS; INOUYE, 1993;
SIQUEIRA FILHO; MACHADO, 2001; PIRES e outros, 2004).
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2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Diagnose e fenologia floral

2.3.1.1 Biologia floral

A planta ¢ subarbustiva, perene, aromatica, possui folhas simples
verticiladas, opostas, eliticas. As inflorescéncias sdo terminais, plurifloras
simples do tipo indefinida, racimosa, ¢ a pré-floracio ¢ do tipo valvar
induplicada (Figuras 2.1 ¢ 2.4).

Na inflorescéncia em cada grupo de trés flores ha uma pequena folha.
As flores tém coloragdo branca, sendo caracterizadas como completas,

hermafroditas, ciclicas, hipdginas, diclamideas e heteroclamideas (Figuras 2.1).

Figura 2.1 - Aspecto da inflorescéncia de O. campechianum. Barra =1 cm.
Fonte: Silva (2007).
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Figura 2.2 - Aspecto da flor de O. campechianum. Ca - Calice, Co - corola,
ant - antera, est - estigma. Barra =1 mm.
Fonte: Silva (2007).

Figura 2.3 - Senescéncia da flor de O. campechianum: antese, pés-antese e
frutificacdo com persisténcia do calice. Barra =5 mm.
Fonte: Silva (2007).
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Figura 2.4 - Folhas de O. campechianum em diferentes estadios fenolégicos.
Barra=3 cm.

Fonte: Silva (2007).

O calice ¢ persistente, gamossépalo, pentdmero e zigomorfo com
coloragdo verde, com o labelo do calice oposto ao labelo da corola, sendo
persistente (Figuras 2.2 e 2.3). O calice possui uma pequena quantidade de pélos
em toda a sua extensdo, com coloragdo hialina. A corola ¢ gamopétala,
pentdmera, zigomorfa e caduca de coloragdo branca matizada de lilas (Figura
2.2).

O androceu ¢ dialistémone, homodinamo e epipétalo; as anteras sdo
livres, dorsifixas, deiscéncia longitudinal, sendo o filete simples. O gineceu ¢é
gamocarpelar e bicarpelar, com estigma bifido, de coloragdo branca e com
estilete ginobasico (Figura 2.2). O ovario € stpero, tetralobado.

Os frutos sdo esquizocarpicos subdividindo-se em quatro mericarpos,
tetraquénios apresentando quatro sementes pequenas, amarronzadas e

ligeiramente alongadas.
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As flores de O. campechianum apresentam atributos florais relacionados
a sindrome floral da melitofilia, tais como corola pouco tubulosa, odor doce,
pequena distancia entre a cdmara nectarifera e os 6rgdos sexuais, ¢ emissdo de
raios UV e antese diurna (Figura 2.2) (FAEGRI; PJIL, 1979; KHOSLA, 1986;
VOGEL, 1993; SILVEIRA, 2004; PIRES ¢ outros, 2004).

2.3.1.2 Fenologia floral

A fenologia floral foi realizada com espécimes de O. campechianum
cultivados em canteiros a pleno sol com acompanhamento diario do niimero de
flores e inflorescéncias em seis repeticdes (plantas). O inicio da floragdo se deu
em média 62,5 + 2 dias apos a semeadura. Quanto ao florescimento, foram
obtidos os seguintes resultados: a) taxa (percentagem acumulativa de flores na
antese) - 15,6 flores por inflorescéncia por dia; b) pico (maior nimero de flores
por inflorescéncia alcangcado em um dia) - 20 flores; ¢) duragdo média de 24

horas.

2.3.2 Experimentos de polinizacdo e pardmetros reprodutivos

A partir dos experimentos de polinizagdo foi possivel determinar o
indice de auto-incompatibilidade e a eficacia reprodutiva do O. campechianum
Mill. como sendo, respectivamente, 63,64% e 83,51% (Tabela 2.1).

A relagdo poélen-6vulo para a alfavaca do campo apresenta relagdo
220:1, segundo os indices propostos por Cruden (1977) indicam que O.
campechianum € autégama facultativa, ou seja, esta espécie pode reproduzir-se

tanto por este mecanismo, quanto por fecundacio cruzada. Isto condiz com os
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resultados obtidos pelos testes de polinizagdo controlada que demonstram um

sistema reprodutivo misto para esta espécie.

Tabela 2.1 - Resultados dos experimentos de polinizacdo realizados nas
flores e da germinacio em sementes de O. campechianum.

Experimentos de polinizacao TF (%) TA (%) TS (%)
Controle 65,4150 38,25 63,75
Autopolinizagdo natural 58,3333 39,21 60,79
Autopolinizagao artificial 61,4575 39,13 60,87
Polinizac¢ao cruzada natural 91,6633 59,01 40,99
Polinizacgdo cruzada artificial 78,3320 47,27 52,73

TF = Taxa de Frutificagdo Percentual, TA = Taxa de Abortamento Percentual, TS =
Taxa de Sucesso Reprodutivo Percentual.

Para Sobti e Pushpangadan (1982), a maioria das espécies do género
Ocimum s3o autocompativeis e compativeis entre si, pois cruzamentos
interespecificos resultam em hibridos férteis, a exemplo de O.
kilimandscharicum x O. americanum.

No entanto, Ryding (1994) demonstrou que o entendimento do caridtipo
das espécies que se pretenda hibridar é outro fator preponderante na obtencdo de

hibridos viaveis.

2.3.3 Viabilidade polinica e receptividade do estigma

O sucesso dos cruzamentos em programas de melhoramento genético
estd correlacionado com a viabilidade polinica (FAEGRI; PJIL, 1979).
Informacgdes sobre a época para se realizar poliniza¢des, em relagdo ao momento
da emasculagdo e viabilidade dos grios de pdlen, aumentam a possibilidade de
sucesso com as hibridagdes artificiais (DAFNI, 1992; KEARNS; INOUYE,
1993).
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Neste sentido, a estimativa da viabilidade polinica pode ser determinada
através de um grande nimero de técnicas, as quais podem ser mais
adequadamente empregadas, dependendo da resposta fisiologica da espécie
estudada (FAEGRI; PJIL, 1979; DAFNI, 1992; KEARNS; INOUYE, 1993).

Os dados experimentais demonstram que a deiscéncia das anteras ocorre
na pré-antese quando o botdo floral mede aproximadamente 4 ¢ 5 mm de
comprimento com liberacdo de grios de podlen bem formados com viabilidade
média de 98,375%. Na antese a viabilidade média dos grios de pdlen ¢ de
99,906%, a qual ocorre entre as 10h30min as 12h30min de maneira assincronica

(Tabelas 2.2 € 2.3).

Tabela 2.2 - Resumo da analise de varidncia da viabilidade do grao de pélen
de O. campechianum avaliada com diferentes corantes.

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 03 8,2467 2,7489 2,2960 ™
Residuo 16 19,156 1,1973

C.V. (%) 1,18 %

ns = Ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 2.3 - Médias da viabilidade polinica com uso de diferentes corantes
em funcio do comprimento do botio floral em O. campechianum.

CBF Coloracio

(mm) Carmim Orceina Giemsa Alexander Média
0,20 97,750 99.333 96,333 97,125 97,069
0,30 98,500 99,000 97,125 97,750 98,094
0,40 99,625 99,000 97,125 97,750 98,375
0,50 99,833 100,00 98,750 99,833 99,604
0,55 100,00 100,00 99,625 99,999 99,906
Média 99,142 99,500 97,792 98,491

6=09743 6=0,5056 o=13506 o=1,3267
R*=0,9379 R>=0,9079 R>=0,8888 R>*=0,8677
CBF = Comprimento do botdo floral.

29


http://www.iteksoft.com/pdf-creator/
http://pdf.iteksoft.com/pdf-writer/

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________

O estigma apresenta receptividade na pré-antese e durante os estadios de
desenvolvimento floral subseqiientes, sendo que a receptividade somente ocorre
apos a deiscéncia da antera, quando o botdo floral mede entre 4 ¢ 5 mm de
comprimento, ¢ também quando ja ha pdlen viavel disponivel. Portanto, O.
campechianum é uma espécie protandrica, semelhante a maioria das espécies do

género Ocimum (SOBTL; PUSHPANGADAN, 1982).

2.4 Conclusoes

As flores de O. campechianum sdo perfeitas, protandricas, apresentam
atributos florais relacionados a sindrome floral da melitofilia, com antese diurna
que ocorre entre as 10h30min e 12h30min e relacdo poélen-6vulo 220:1,
indicando que se trata de uma espécie autogama facultativa. Os experimentos de
polinizagdo demonstraram que a eficacia reprodutiva ¢ de 83,51% e seu indice

de auto-incompatibilidade 63,64%.
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CAPITULO 3

NUMERO DE CROMOSSOMOS, COMPORTAMENTO MEIOTICO E
VIABILIDADE POLINICA EM ALFAVACA DO CAMPO (Ocimum

campechianum Mill.)

3.1 Introducao

O género Ocimum (Familia Lamiaceae) é uma fonte importante de 6leos
essenciais, farmacos e substancias aromaticas largamente utilizadas pelas
industrias farmacéutica, alimenticia e de cosmético (HILTUNEN; HOLM, 1999;
HARLEY, 2000; ECKELMANN, 2002).

Os principais centros de diversidade deste género sio a Africa, a
América do Sul (principalmente o Brasil) e Asia, sendo relatadas em torno de 30
espécies, das quais as mais representativas sao o manjericao doce (O. basilicum
L.), a alfavaca cravo (O. gratissimum L.), o manjericao branco (O. americanum
L.), o manjericdo santo (O. sanctum L.), e suas respectivas variedades cultivadas
(PATTON, 1992; RYDING, 1994; SIMON e outros 1999; BLANK e outros,
2004).

O Ocimum campechianum Mill. (sindénimo O. micranthum Willd.) é
uma das espécies menos conhecidas do género, nativa das Américas do Sul e
Central, sendo popularmente conhecido como “albahaca del campo” ou
“alfavaca do campo”, e extensamente usada pelas populagdes indigenas
amazdnicas bem como pelas comunidades tradicionais do nordeste brasileiro
para fins medicinais e culinarios (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 1998b;
BENNETT; PRANCE, 2000; VIEIRA; SIMON, 2000; SACCHETTI e outros,
2004).
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Pesquisas recentes na area de fitoquimica demonstraram que o O.
campechianum € uma espécie rica em 6leos essenciais, presentes em folhas,
flores e sementes, podendo ser utilizada como uma alternativa promissora e
bastante produtiva em termos de rendimento, na substitui¢do de outras espécies
produtoras de eugenol e metil-eugenol como o manjericdo doce (SIMON e
outros, 1990; VIEIRA; SIMON, 2000; SILVA e outros, 2004; SACCHETTI ¢
outros, 2004).

O uso medicinal do O. campechianum no Brasil é relatado desde a
floresta amazdnica até a caatinga nordestina, com indicagdes para o tratamento
de diversas enfermidades como dor, febre, vomito, bronquite, dor de ouvido e
doencas coronarianas, no tratamento de diabete, artrite e asma
(ALBUQUERQUE; ANDRADE, 1998b; LORENZI; MATOS, 2002).

Ha relatos do uso de chas das folhas frescas por indigenas da Amazonia
como um profilatico da malaria, sendo suas raizes recomendadas para o
tratamento das febres decorrentes desta doenga (VIEIRA; SIMON, 2000;
LORENZI; MATOS, 2002; ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002).

Estudos basicos sobre aspectos citogenéticos e evolutivos de algumas
espécies do género Ocimum foram realizados por Sobti ¢ Pushpangadan (1982),
0s quais propuseram uma classificagdo dos cromossomos com base no
comprimento absoluto designados como Grupo A (comprimento de 3,0um e
maiores), Grupo B (tamanho médio entre 2,0um e 2,5um) e Grupo C
(cromossomos de 1,5um e menores) (RANGASWAMY-AYYANGAR;
VEMBU, 1981; SOBTI; PUSHPANGADAN, 1982).

As investigacdes baseadas em cariotipos mostraram que 0 nimero
basico de cromossomos poderia ser utilizado como um carater evolutivo para
agrupar as espécies do género em duas Secdes, a saber: o Grupo do Sanctum

com x = 8 ¢ Grupo do Basilicum com x = 12, os quais constam de espécies
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diploides e poliploides (PUSHPANGADAN e outros, 1975; SINGH; SHARMA,
1981; PUSHPANGADAN; SOBTI, 1982; KHOSLA, 1988).

Estudos posteriores a respeito da caracterizagdo dos recursos genéticos
deste género restringiram-se na maioria das vezes a determinacdo do
complemento cromossdmico, provavelmente devido ao tamanho muito pequeno
dos cromossomos e ao fato de a contagem simples ter sido bastante util na
resolucdo de problemas taxondmicos relacionados a similaridade morfoldgica,
diversidade de nomes regionais e sinonimia presentes no grupo (Tabela 3.1)
(SINGH; SHARMA, 1981; PUSHPANGADAN; SOBTI, 1982; KUNDU, 1987,
KHOSLA, 1988; RYDING, 1994).

Tabela 3.1 - Comparativo dos complementos cromossdmicos e cariotipos de
espécies do género Ocimum L.

Espécie Numero de Férmula

Caracterizada Cromossomos Cariotipica
Secdo A - Grupo do Basilicum (x = 12)
O. canum Sims. 2n=24 12B+12C
O. canum Sims. 2n =26 18B+8C
O. basilicum L. var. minima Benth 2n =48 10A+14C
O. basilicum L. var. glabratum Benth 2n =48 10A+32B+6C
O. basilicum L. var. thyrsiflora Benth 2n =49 12A +28B + 8C
O. basilicum L. var. purpurascence 2n =48 1I8A+20B+10C
Benth
O. americanum L. (quimiodtipo 01) 2n="72 18A+44B+10C
O. americanum L. (quimi6tipo 02) 2n=72 32A+38B+2C
O. kilimandscharicum L. 2n=176 48B+26C
Secdo B - Grupo do Sanctum (x = 8)
O. sanctum L. (Purple) 2n =32 16B+16C
O. sanctum L. (Green) 2n =32 18B+14C
O. gratissimum L. (Raga 1) 2n =40 2A+18B+20C
O. gratissimum L. (Raga 2) 2n =40 260B+14C

Fonte: Sobti e Pushpangadan (1982).
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O objetivo desta se¢do foi estudar os cromossomos mitdticos, o
comportamento meidtico e suas implicacdes na viabilidade polinica em Ocimum

campechianum Mill.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Coleta e obtengdo do material vegetal

Cinco acessos, representando cinco populacdes de O. campechianum,
foram coletados nos municipios de Vitoria da Conquista, Planalto, Jequié e Feira
de Santana no Estado de Bahia e Fortaleza no Estado de Ceara, Brasil. Os
espécimes foram cultivados a pleno sol em canteiros de 5 m (comprimento) x 1
m (largura), sendo as exsicatas do material testemunha depositadas no Herbario

da UESB.

3.2.2 Estudo da mitose

Para andlise dos cromossomos mitoticos, sementes foram germinadas
em placas de Petri descartaveis de 90 mm de didmetro forradas com papel filtro
qualitativo umedecido com 4agua deionizada. As raizes jovens de
aproximadamente 1 a 2 centimetros de comprimento foram coletadas e pré-
tratadas com 2 mM 8-hidroxiquinoleina (Sigma) a 8°C por 24h, fixadas em
etanol absoluto: acido acético (3:1, v/v) por 24h a temperatura ambiente e
armazenadas a -20°C. As preparagdes citologicas foram convencionalmente
confeccionadas pelo método do esmagamento de acordo com Guerra e Souza
(2002). As raiz foram hidrolizadas em HCI SN (Merck) por 20min e esmagadas

em uma gota de acido acético a 45%. As laminulas foram removidas a frio,
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coradas com Giemsa 2% e montadas com Balsamo do Canada sintético

(Rhenohistol) (Merck).

3.2.3 Método de Feulgen

Pontas de raizes previamente fixadas foram hidrolisadas em HCI IN
(Merck) por 11 min a 60°C. Apds serem lavadas brevemente com agua destilada,
o material biolégico foi acondicionado em reativo de Schiff (SIGMA) por duas
horas em ambiente escuro. Apds uma cuidadosa lavagem com agua por
gotejamento, as raizes foram esmagadas em uma gota de 45% dacido acético
(SHARMA; SHARMA, 1980). Preparacdes foram analisadas com um minimo
de dez metafases de boa qualidade para cada individuo, e, pelo menos cinco
individuos foram selecionados por acesso. As laminulas foram removidas a frio

e montadas com Balsamo do Canada sintético (Rhenohistol) (Merck).

3.2.4 Bandeamento cromossomico

3.2.4.1 Banda C

As laminas de banda C foram preparadas segundo Guerra e Souza
(2002) com algumas modificagdes. Laminas preparadas pelo método do
esmagamento e ndo coradas, envelhecidas pelo menos dois dias, foram tratados
com hidréxido de bario a 5% a temperatura ambiente por 10min, desnaturadas
em 2xSSC a 60°C por 60min, coradas com Giemsa 3%. As melhores laminas
foram montadas em Balsamo do Canada sintético (Merck) (AGUIAR-
PERECIN, 1985; SUMNER, 1990b; CARVALHO, 2000; TUNA e outros,
2001; SEIJO; FERNANDEZ, 2003).
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3.2.4.2 Banda Ag-NOR

Raizes jovens foram fixadas em etanol absoluto: acido acético (3:1, v/v)
por 24h a temperatura ambiente e armazenada a 8°C. As mesmas foram
hidrolisadas em HCl 5N (Merck) por 10min, lavadas em agua destilada,
esmagadas em uma gota de 45% 4cido acético. As laminas forma preparadas
com 2 gotas de solugdo de gelatina nas 2% (em 1,0 mL de acido foérmico) e 4
gotas de solugdo de nitrato de prata a 50%, sendo cobertas com laminulas. As
laminas foram entdo submetidas a cAdmara timida sob temperatura de 70°C por
aproximadamente 60 min. Apos a lavagem com agua destilada e remogdo da
laminula, as ldminas de melhor qualidade e resolugdo foram montadas em
Balsamo do Canada sintético (HOWELL; BLACK, 1980; MAFFEIL, 1996;
SUMNER, 1990a; SUMNER, 2003).

3.2.5 Comportamento meiotico e viabilidade dos graos de polen

Para o estudo de meiose, inflorescéncias foram fixas em alcool
absoluto:acido acético (3:1, v/v) e armazenadas a -8°C por 24 h. As laminas
foram preparadas mediante o esmagamento das anteras em corante orceina
acética ou Giemsa (BAPTISTA-GIACOMELLI e outros, 2000; ADAMOWSKI
e outros, 2005). A configuracdo dos cromossomos na metafase I, a morfologia
das Células Mde do Griao de Polen (CMPs) e a formagdo das tétrades
constituiram parametros analisados (DAWE, 1998; BAPTISTA-GIACOMELLI
e outros, 2000; ADAMOWSKI e outros, 2005; AULER e outros, 2006).

A viabilidade dos graos de polen foi determinada com uso de diferentes
corantes para efeito de comparagdo, sendo eles, orceina acética, carmim acético,
Giemsa e reativo de Alexander (ALEXANDER, 1969; ALEXANDER, 1980;
ORTOLANI, 2003; CORREA ¢ outros, 2005).
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Para o calculo do indice de meidtico (% IM = [numero de tétrades
normais x 100] + somatoério dos produtos pds-meioticos), de acordo com Love
(1951). O indice meidtico considerado neste estudo foi obtido a partir das
médias de pelo menos cinco laminas para cada um dos dez individuos

amostrados nas populagdes estudadas (DAWE, 1998; SOUZA e outros, 2006).

3.2.6 Registro fotogrdfico, andlise de imagens e estatistica

As melhores laminas foram fotografadas por captura digital com uso do
sistema fotografico JVC modelo CG-QXS5 acoplado ao microscopio optico Leica
CME, sendo as imagens processadas digitalmente no software Image-Pro Plus
versao 4.5.0.29 (Media Cybernetics), ¢ as medidas cromossomicas processadas
no software MicroMeasure for Windows, versdao 3.3 (REEVES; TEAR, 2000;
REEVES, 2001). Os dados foram processados com uso do software estatistico

Bioestat, versdao 4.0 (AYRES e outros, 2005).

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Estudo dos cromossomos mitoticos

Um ensaio prévio utilizando a colora¢do com Giemsa demonstrou que
todas as populagdes de O. campechianum estudadas possuiam 48 cromossomos,
mas ndo era possivel obter boas metafases completas por causa da grande
quantidade de cromossomos pequenos e sobreposicdes.

O unico relato disponivel na literatura cientifica do numero de
cromossomo para esta espécie foi limitado a contagem por técnicas

convencionais usando Giemsa, mostrando também a presenca de 48
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cromossomos (SOBTI; PUSHPANGADAN, 1982), porém nao foi encontrada
na bibliografia cientifica disponivel, tdo pouco em bancos de dados especificos,
a presenca de cromossomos B nesta espécie (JONES; DIEZ, 2006).

As andlises citogenéticas usando o método de Feulgen e a Banda C
confirmaram que todas as populagoes de O. campechianum estudados

mostraram a presenca de 2n = 48 + 2-4 Bs cromossomos (Figura 3.1 e 3.2).

Figura 3.1 - Cromossomos metafasicos de O. campechianum. Coloragio de
Feulgen. Barra =5 pm.

Fonte: Silva (2007).
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Figura 3.2 - Aspecto dos cromossomos na Meiose 1. Sao indicados com setas
cromossomso B. Barra =5 pm.

Fonte: Silva (2007).

O comprimento absoluto dos cromossomos mitoticos na metafase variou
entre 1,141038 + 0,310064 e 3,338471 + 0,251938 um. O comprimento total do
genoma A foi de 99,23469 + 0,5772 um (Tabela 3.2). Com base na classificacao
morfoldgica proposta por Sobti e Pushpangadan (1982) foi possivel propor uma
formula cariotipica para O. campechianum como sendo 10A + 24B + 14C

cromossomos (Tabela 3.2).

39


http://www.iteksoft.com/pdf-creator/
http://pdf.iteksoft.com/pdf-writer/

...................................................................................................................................................

Tabela 3.2 - Valores médios do comprimento total dos cromossomos da
alfavaca do campo (Ocimum campechianum Mill.).

Genoma A

Cromossomo LC (um) c LC (um) c
01 3,338471  0,251938 25 1,957825  0,088876
02 3,176312  0,103932 26 1,935988  0,101148
03 3,100123  0,130376 27 1,912576  0,111514
04 3,052579  0,148256 28 1,855528  0,147548
05 3,022536  0,159887 29 1,841526  0,146382
06 2,959041  0,138805 30 1,831287  0,151891
07 2,899984  0,150829 31 1,791660  0,186117
08 2,765060  0,149352 32 1,782315  0,194193
09 2,711100  0,168395 33 1,769329  0,171736
10 2,628758  0,104963 34 1,740812  0,196379
11 2,484956  0,031148 35 1,662675  0,233032
12 2,451122  0,038112 36 1,630627  0,204329
13 2,436608  0,049861 37 1,625072  0,194719
14 2,304055 0,130564 38 1,625072  0,194719
15 2,293846  0,131183 39 1,613941  0,193447
16 2,207733  0,033460 40 1,575084  0,190173
17 2,182747  0,039556 41 1,541108  0,197002
18 2,161180  0,040002 42 1,479586  0,227321
19 2,161147  0,040029 43 1,444455  0,166530
20 2,059759  0,098787 44 1,384410 0,134128
21 2,022394  0,109320 45 1,282518  0,222239
22 2,002009  0,101875 46 1,257443  0,226409
23 1,983053 0,118173 47 1,187686  0,269013
24 1,960562  0,086532 48 1,141038  0,310064

TLC 99,23469

MLC 1,994610

c 0,577200
Genoma B

Cromossomo LC (um) c
I 0,761729  0,049432 TLC 2,873420
I 0,741800  0,021248 MLC 0,718355
I 0,705751  0,116739 c 0,090864
v 0,664140  0,057892

LC = comprimento do cromossomo, ¢ = desvio padrdo, TLC = comprimento total dos
cromossomos, MLC = média do tamanho dos cromossomos.
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3.3.2 Cromossomos B

Os cromossomos B sdo cromossomos extranumerarios relatados em
mais de 1300 espécies de plantas e quase 500 espécies de animais (CAMACHO
e outros, 2000; JONES; HOUBE, 2003). Os cromossomos B mostram
polimorfismo numérico e, quando presentes em numero elevado, podem afetar o
crescimento, vigor e fertilidade de plantas negativamente, enquanto em pequeno
nimero podem ser benéficos a planta ou servindo de marcador citogenético para
citotipos de interesse (STEBBINS, 1950; JONES; HOUBE, 2003).

Estes cromossomos sdo menores que os cromossomos do genoma A e
geralmente ndo sdo capazes de parear com nenhum deles. Quando em niimero
elevado podem atrapalhar o pareamento dos cromossomos homologos do
genoma A no poélo equatorial da célula e em alguns casos provocar retardos na
anafase. Estudos revelaram que o retardo na anafase provocado pelos Bs pode
contribuir para a eliminagdo gradativa dos mesmos do genoma da planta
(WARD, 1973; JONES; REES, 1982; JONES, 1991; LEVIN e outros, 2005).

Algumas familias botanicas apresentam variagdes interespecificas e
mesmo interpopulacionais no que se refere a presenca dos cromossomos B,
enquanto em outras familias ha pouca ou nenhuma ocorréncia (JONES; REES,
1995; MAFFEI 1996; MAFFEI e outros, 1999; LEVIN e outros, 2005).

E possivel que algumas das heterogeneidades que os autores encontram
entre os taxa seja devido a diferencas em esforco de estudo. No entanto, é
improvavel que apenas os esforcos de estudo possam explicar muitas das
diferencas na freqiiéncia dos Bs que se encontram relatadas na literatura
cientifica e nos bancos de dados especificos (JONES; HOUBE, 2003; LEVIN e
outros, 2005).
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Por exemplo, existem grupos relativamente bem estudados poucos
registros de cromossomos de B como Caryophyllaceaec e Lamiaceae
(KANDEMIR, 2003; JONES; HOUBE, 2003; LEVIN e outros, 2005).

A ocorréncia de cromossomos B em O. campechianum ¢ informada aqui
pela primeira vez, sendo observados nas cinco populagdes estudadas,
apresentando assim variac¢do interpopulacional de 2 a 4 Bs (Figura 3.2 e Tabela
3.3) (JONES; DIEZ, 2004; JONES; DIEZ, 2006).

Segundo Jones e Rees (1982), em algumas espécies cultivadas como o
centeio a presenca de Bs em numero superior a 4 poderia levar a drastica
diminui¢do do nimero de sementes produzidas, enquanto outras apresentariam
uma tolerdncia maior a presenga de cromossomos extranumerarios em seu
genoma, sem que se observem perdas no vigor ou sucesso reprodutivo da planta
(STEBBINS, 1971; JONES; REES, 1982; JONES; REES, 1995; CAMACHO e
outros, 2000; JONES; HOUBE, 2003).

Tabela 3.3 - Presenca e nimero de cromossomos B em cinco populacdes de
alfavaca do campo (O. campechianum).

N° de Cromossomos Cariétipo Bs Procedéncia
2n =48 10A +24B + 14C 02 Jequié
2n =48 10A +24B + 14C 02 Planalto
2n =48 10A +24B + 14C 02 Vitoria da Conquista
2n =48 10A +24B + 14C 02 Feira de Santana
2n =48 10A +24B + 14C 04 Fortaleza

3.3.3 Bandeamento cromossomico

3.3.3.1 Banda C

A técnica de banda C revelou a presenga de poucas regides de
heterocromatina em O. campechianum, com maior representatividade nos

cromossomos maiores. Foi possivel também confirmar a presenca dos
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cromossomos B, os quais apresentam-se completamente heterocromaticos,
menores que os cromossomos do genoma A, com morfologia quase esférica,
tipica destes elementos extranumerarios (Figura 3.2).

Mesmo tendo conseguido resultados satisfatorios, sdo sugeridos
modifica¢des no tempo da hidrolise acida e ajustes no protocolo, uma vez que os

cromossomos da alfavaca do campo sdo numerosos e muito pequenos.

3.3.3.2 Banda Ag-NOR

A coloragdo com nitrato de prata ¢ o método citogenético mais
comumente utilizado para revelar a posigdo da regido organizadora do nucléolo
(NOR) (HOWELL; BLACK, 1980; RUFAS e outros, 1982; SUMNER, 1990a).

Porém, o significado bioldgico desta técnica ndo ¢ completamente
entendido, tendo ja sido causa de muitos debates durante varios anos.
Recentemente, muitos trabalhos cientificos tém demonstrado uma associag¢do
entre a Banda Ag-NOR e a atividade de transcricional de genes de ribossomais
durante a interfase (HUBBEL, 1985; GUERRA, 1985; GUERRA, 1988;
SUMNER, 1990a).

O bandeamento com nitrato de prata tornou possivel localizar duas
regides ativas cujos padrdes diferiram em intensidade e tamanho em todas as
células interfésicas analisadas (Figura 3.3).

Alguns trabalhos cientificos tém demonstrado que diferencas no padréo
da banda Ag-NOR, associado a outras técnicas citogenéticas poderiam ser
utilizadas para caracterizar recursos genéticos e entender melhor a evolugdo dos
genomas de espécies cultivadas, especialmente em se tratando do estudo da
poliploidia na evolugdo dos genomas das plantas (SUMNER, 1990; SUMNER,
1999; WENDEL, 2000; SCHIFINO-WITTMANN, 2004).
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Figura 3.3 - Padrao da Banda Ag-NOR em O. campechianum Barra = 10
pm.

Fonte: Silva (2007).

3.3.4 Comportamento meidtico e viabilidade polinica

Devido ao pequeno tamanho dos cromossomos, os eventos da profase I
ndo puderam ser analisados claramente, sendo que nesse sentido uma analise
citologica precisa se tornou impossivel. A andlise do comportamento dos
cromossomos durante a meiose | foi realizada de maneira convencional ao
microscopio Optico, confirmando a presenca de 24 bivalentes e elementos
extranumerarios que nao pareavam com nenhum dos homdlogos
(MICHELANGELI e outros, 2002; HAMANT e outros, 2006).

Foi possivel estabelecer uma relagdo entre o tamanho do botdo floral e
os eventos da meiose, com seus desdobramentos na microsporogénese e
formacdo dos grios de pdlen, como se observa na Tabela 3.4 (ver também
Figuras 3.2 e 3.4). Algumas irregularidades na meiose foram observadas, sendo

apresentadas quanto ao tipo e freqiéncia na Tabela 3.5, ndo afetando
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significativamente a producdo de grios de podlen, fato expresso no indice
meidtico de 99,5996 % (RUVALCABA-RUIZ; RODRIGUEZ-GARAY, 2002;
HAMANT e outros, 2006, SOUZA e outros, 2006).

Figura 3.4 - Aspecto do grio de péolen de O. campechianum: A - grao de
polen viavel, B - Exina visivel e nicleos vegetativo e germinativo. Coloracao
Giemsa. Barra =50 pm.

Fonte: Silva (2007).

Tabela 3.4 - Estadios do desenvolvimento do grao de pélen da alfavaca do
campo associados aos valores médios do comprimento do botao floral.

Tamanho do Graos de
Botao Floral Metafase 1 Anafase 1 Tétrades polen viaveis
(mm)

0,5-0,9 mm + - - -
1,0-1,9 mm + + + -
2,0-2,9 mm - - + +
3,0-3,9 mm - - + +

4,0 -—4,9 mm - - - +

5,0 —5,4 mm - - - +

5,5 mm - - - +
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Tabela 3.5 - Freqiiéncia dos erros observados na meiose associados aos
valores médios do comprimento do botéo floral.
Tamanho do

Botio Floral Retardo na Triades, Micronucleos Grios de
Anafase 1 diades Tétrades abortados
(mm)
0,5-0,9 mm 0,015% - - -
1,0— 1,9 mm 0,020% - - 8,544 %
2,0—-2,9 mm - 0,010% - 2,931 %
3,0-3,9 mm - - 0,010% 1,906 %
4,0 - 4,9 mm - - - 1,625 %
5,0 — 5,4 mm - - - 0,396 %
5,5 mm - - - 0,094 %

3.4 Conclusoes

As analises citogenéticas mostraram que todas as populacdes de O.
campechianum estudadas mostraram a presenca de 2n = 48, com presenca de
cromossomos B com variagdo interpopulacional de 2 a 4 Bs. O bandeamento
com nitrato de prata tornou possivel localizar duas regides organizadoras de
nucléolo ativas cujos padroes diferiram em intensidade e tamanho em todas as
células interfasicas analisadas. A analise do comportamento dos cromossomos
durante a meiose I confirmou a presenca de 24 bivalentes. O indice meidtico
para a espécie foi de 99,5996 %. Foi possivel propor uma férmula cariotipica

para O. campechianum como sendo 10A + 24B + 14C cromossomos.
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CAPITULO 4

ESTUDO DA GERMINACAO DE SEMENTES DE ALFAVACA DO
CAMPO (Ocimum campechianum Mill.)

4.1 Introducao

Alfavacas e manjericdes, pertencentes a familia Lamiaceae, sdo plantas
anuais ou perenes a depender do local em que sdo cultivadas e da aplicagdo
comercial de seus subprodutos, com predominio do uso das folhas frescas ou
desidratadas na culinaria, na producdo de fitoterapicos, folhas frescas,
inflorescéncias e sementes na obtencdo de dleos essenciais, que constituem a
matéria prima de maior valor agregado na industria farmacéutica nacional e
internacional (LORENZIL; MATOS, 2002; AMARAL; SILVA, 2003; BLANCK
e outros, 2004).

Ocimum campechianum Mill., conhecida no nordeste brasileiro como
alfavaca de galinha, ¢ uma importante fonte de 6leos essenciais, presentes em
folhas, inflorescéncia e sementes, largamente utilizados pela industria
farmacéutica, por conter eugenol, metil-eugenol, elimicina e linalol e de
compostos fenolicos antioxidantes e aromaticos de interesse da industria
alimenticia (LORENZI; MATOS, 2002; AMARAL; SILVA, 2003; SILVA ¢
outros, 2004).

Extratos da planta sdo usados na medicina tradicional no tratamento de
reumatismo, paralisias, epilepsia e doengas mentais, além de conter compostos
biologicamente ativos que sdo utilizados naturalmente como inseticida,
nematicida, fungicida ou antimicrobial (ECKELMANN, 2002; SILVA e outros,
2004; EHLERT e outros, 2004).
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Embora seja reconhecida a utilidade do O. campechianum na medicinal
tradicional e mna culindria regional, além de suas potencialidades
(ECKELMANN, 2002; SACCHETTI e outros, 2004; SILVA e outros, 2004),
ndo foram encontrados na literatura cientifica disponivel estudos sobre a
germinagdo de sementes desta espécie.

Sendo assim, esta secdo trata do efeito da escarificacdo quimica sobre a
germinagdo em sementes de alfavaca de galinha (O. campechianum), visando
estabelecer estratégias de conservagdo e propagagdo desta importante espécie

condimentar e medicinal do nordeste brasileiro.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Coleta e local de realizacdo do estudo

O material biologico foi obtido de coletas realizadas nos municipios de
Vitoria da Conquista, Planalto, Jequié e Feira de Santana no Estado de Bahia e
Fortaleza no Estado de Ceara, Brasil. Apos a triagem e selegdo das sementes
mais vigorosas, sendo tratadas com hipoclorito de sodio a 2%, durante 1 minuto
e enxaguadas em agua corrente por 5 minutos. O experimento foi realizado no
Laboratério de Melhoramento e Producdo Vegetal da Universidade Estadual do

Sudoeste da Bahia, Campus de Vitdria da Conquista.

4.2.2 Procedimento experimental
As sementes foram submetidas a seis tratamentos, constando do

controle; trés concentragdes de acido cloridrico, a saber, 0,5N, 1N e 2N; e duas

concentragdes de acido acético glacial, 25% e 45%. As sementes foram entdo
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submetidas aos respectivos tratamentos por um periodo de 3 minutos (BRASIL,
1992; FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

Apos os tratamentos, as mesmas foram lavadas com agua destilada e
colocadas para germinar em placas de Petri descartaveis de 90 mm de diametro
forradas com papel filtro qualitativo umedecido com agua deionizada. Cada
placa recebeu 10 sementes, sendo o experimento conduzido em cdmara BOD
MARCONI MA-402 sob temperatura 27 = 1°C e fotoperiodo com 14 horas de
luminosidade, sendo monitorado diariamente. O substrato foi umedecido durante
o periodo de duragao do teste com agua deionizada (FERREIRA; BORGHETTI,
2004).

4.2.3 Delineamento experimental e andlise estatistica

A parcela experimental constituiu-se na placa contendo 10 sementes,
perfazendo seis tratamentos com oito repeticdes em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Foram avaliados os pardmetros percentagem de germinacdo
(%G), velocidade de germinacdo (VG) e nimero médio de dias para o inicio da
germinagdo (NG) (BRASIL, 1992; FERREIRA; BORGHETTI, 2004;
SANTANA; RAMAL, 2004).

Os dados foram processados com uso do software estatistico Bioestat,

versao 4.0 (AYRES e outros, 2005).

4.3 Resultados e discussio
O percentual de germinagdo do experimento foi de 16,04%. Os

resultados do experimento referentes ao percentual de germinagdo revelam que

apenas as sementes da Testemunha (63,75%) e do Tratamento 01 (32,5%)
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germinaram (Tabela 4.1), enquanto as sementes dos demais tratamentos ndo

germinaram mesmo 21 dias apds a semeadura.

Tabela 4.1 - Médias da germinacdo de sementes de alfavaca de galinha
(Ocimum campechianum Mill.) submetidas a escarificacio quimica
avaliadas 21 dias ap6s a semeadura.

Tratamento Média  Germinacio (%) NG VG

Testemunha 6,375 63,75% a 441 dias 3,55dias a
Tratamento 01 3,25 32,50% b 5+1dias 3,77dias b
Tratamento 02 0,0 0% c - -
Tratamento 03 0,0 0% c - -
Tratamento 04 0,0 0% C - -
Tratamento 05 0,0 0% c - -
Teste F 26,59*

*Significativo pelo Teste F a 5% de probabilidade.

Percentagem de germinagdo (%G), velocidade de germinacdo (VG) e nimero médio de
dias para o inicio da germinagdo (NG). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste Tukey.

Pode-se perceber que as concentragdes mais elevadas dos acidos
cloridrico e acético glacial influenciaram negativamente a germinagdo das
sementes de O. campechianum, pois o Tratamento 01 mesmo em menor
concentragdo (0,5 N) apresentou velocidade de germinacdo (VG) de 3,77 dias,
um desempenho significativamente inferior ao apresentado pela Testemunha de
3,55 dias.

Segundo Brito e outros (2006) sementes de espécies do género Ocimum
apresentam tegumento espesso com relativa dureza, sendo recomendados
estudos de escarificag@o visando aumentar e uniformizar a germinagao.

Entretanto, os resultados experimentais demonstram que apesar de duro,
o tegumento mostrou-se pouco espesso, sendo que esse fato ¢ expresso na
diminui¢do consideravel bem como na viabilidade das sementes por causa da
morte dos embrides, comprovado pelo teste do Tetrazolio (FERREIRA;

BORGHETTI, 2004).
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Como o teste foi conduzido segundo a Regra Brasileira de Analise de
Sementes, em condigdes controladas com sementes oriundas de polinizagdo
aberta, pode-se fazer uma comparagdo com o percentual de germinagdo para o
manjericdo (Ocimum basilicum L.) submetido as mesmas condigdes
experimentais, apresentando resultados similares, contrastando com os dados de
Brito e outros (2006) para Ocimum canum L. (BRASIL, 1992; SANTANA;
RAMAL, 2004).

4.4 Conclusoes
Pode-se concluir que a escarificacdo acida possui efeito negativo sobre o

percentual de germinagdo e velocidade de germinacdo em sementes de Ocimum

campechianum Mill.
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